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Seit Fr. Miescher [1] seine klassischen Versuche iiber die Nukleine in 
den Kernen der Leukozyten, im Eidotter, in den Eierstécken der Rheinlachse 
bei der Wanderung zum Laichgebiet ausgefiihrt hat (1871), ist die Forschung 
bis zum heutigen Tage unablassig bemiiht gewesen, die physiologische Be- 
deutung dieser in hervorragendem Mafe an den Zellreaktionen beteiligten 
Korperklasse zu ergriinden. Ihre bei der Entdeckung bereits geahnte Wich- 
tigkeit wird bestatigt durch die inzwischen vorangeschrittene Erforschung 
der Enzyme und Vitamine, aus der sich ergeben hat, da eine Anzahl dieser 
integrierenden Zellagentien zu der Gruppe der Nukleinsaéuren gehért. Er- 
wahnt seien hier nur die Laktoflavinderivate, die Kodehydrasen, Kokarboxy- 
lase, die Adenosindi- und -triphosphorsdure. Ebenso ist an das reich- 
liche Vorkommen der Ribonukleinséuren im Protoplasma bzw. in den Zyto- 
granula sowie an die Thymonukleinsaure in den Zellkernen zu denken. Die 
Genetik erkennt den Nukleinen eine ausschlaggebende Funktion bei der 
Fortpflanzung und Vererbung zu, und nicht geringer ist die Bedeutung der 
Nukleinstoffe, die sie in der Virusforschung einnehmen. 

Auch in der pathologischen Zelle, im Karzinomgewebe, sind markante 
Erscheinungen in bezug auf die Nukleine festgestellt worden. In den stark 
wiichsigen Krebszellen konnte auffallend viel Nukleinséure nachgewiesen 
werden, was T. Caspersson und J. Schulz [2] sowie W. C. Mac- 
Carty [3] mit dem Kernreichtum des malignen Gewebes in Verbindung 
bringen. Weiterhin ist bemerkenswert, daf in den Hydrolysaten der Kar- 
zinom-Nukleinsaéuren kein Cytosin [4] nachweisbar ist, im Gegensatz zu 
der Zusammensetzung der normalen pflanzlichen und tierischen Nukleotide. 
Aus der Tatsache, da die eiweifbildenden Zentren der Zelle, das 
Heterochromatin und der Nukleolus, in reichem Mae Nukleotide enthalten, 
kénnte geschlossen werden, da. die Nukleinsduren médglicherweise als 
prosthetische Gruppen einer gréReren Reihe von Zellfermenten in Betracht 
kommen, die sich chemisch durch ihre verschiedenen Apoenzyme unter- 
scheiden; auf diese Weise wire nach dem kombinatorischen Prinzip eine 
uniibersehbare Variabilitat von enzymatischen Reaktionen vorstellbar. 

Mit der chemischen Aufklérung der Nukleine bzw. Nukleinsauren hat 
sich im Laufe der letzten 80 Jahre eine stattliche Reihe von Arbeiten be- 
fat, unter denen die von A. Kossel [5], der zuerst Adenin aus dem Pan- 
kreas isolierte, und E. Fischer [6], dem die strukturelle Aufklarung der 
Puringruppe gelang, als grundlegend hervorzuheben sind. Ihnen und 
vielen anderen namhaften Forschern auf diesem Gebiet — so R. Alt- 
mann [7], H. Bredereck [8], R. Feulgen [9], P. A. Levene [10], 
H. Steudel [11] — ist es zu verdanken, daft ein wesentlicher Einblick in 
die Konstitution der verschiedenartigen Nukleinsiuren gewonnen werden 
konnte. War man bis dahin vornehmlich besirebt, Licht in den Aufbau der 


Uber den Nachweis der Zellphosphate 347 


isolierten Nukleine zu bringen, so trat man jetzt auch der Aufgabe naher, 
den Nachweis dieser Stoffe in den Zellen selbst zu fiihren, um Anhalts- 
punkte iiber ihre Lokalisation und quantitative Verteilung im Zytoplasma 
zu erhalten. 


Es sind bisher nur wenige Methoden der Zellfarbung bekannt, die be- 
stimmte Zellinhaltsstoffe chemisch ein wand frei indizieren. Ohne Zweifel 
laBt die dunkelbraune Farbung, die bei der Reaktion mit verdiinnter Jod- 
lésung im Plasma auftritt, das Glykogen erkennen. Ebenso sicher sind Fette 
bzw. Lipoide mit Hilfe von Nilblau und Sudan III nachzuweisen. Aber 
nicht alle biochemisch wichtigen Zellbestandteile, wie z.B. die uns in vor- 
liegender Arbeit speziell beschaftigenden Nukleinsauren, sind bei der kom- 
plizierten Zusammensetzung der protoplasmatischen Substanz auf .die 
gleiche einfache und eindeutige Weise histochemisch exakt zu erfassen. 
Hinzu kommt noch, daff es besonders wiinschenswert ware, wenn die chromo- 
analytischen Teste an intakten Zellen — und nicht, wie es oft nur méglich 
ist, an Artefakten — vorgenommen werden kénnten, um auf diese Weise 
auch iiber die Funktionen distinkter Zellbestandteile unter den jeweils herr- 
schenden Lebensbedingungen Aufschluf zu erhalten. 


Urspriinglich war von den Botanikern, als sie dazu iibergingen, be- 
stimmte ,,zytologische Einheiten“ im Plasma wie Volutin, Chromatin usw. 
mit histochemischen Farbemethoden zu lokalisieren, keineswegs beabsichtigt, 
die Nukleinsaéuren spezifisch nachzuweisen. A. Meyer [12], der das fixierte 
Zellpriparat mit Methylenblau anfarbte und darauf kurz mit 1%iger 
Schwefelsaure nachbehandelte, erhielt hierbei markant hervortretende Gra- 
nulationsgebilde auf fast farblosem Plasmagrund, die er als .,.Volutin™ be- 
zeichnete, da er diese Reaktion zuerst bei Spirillium volutans in besonders 
charakteristischer Weise erhalten hatte. Bemerkenswert aber ist, da von 
ihm spater bereits die Hypothese vertreten wurde, daft Volutin eine Nuklein- 
sdureverbindung darstelle, wahrend es von J. Schumacher [13] als freie 
Nukleinséure, von C. C. Lindegren [14] und J. M. Wiame |15] als Meta- 
phosphat und nach neuesten elektronenoptischen Untersuchungen von 
H. Kénig und A. Winkler [16] als Kalziumsalz der Nukleinsaéuren an- 
gesprochen wird. M. Glaubitz |17] dagegen war auf Grund seiner Fiarbe- 
versuche zu dem Schluf gelangt, da das von A. Meyer aufgefundene Vo- 
lutin mit der freien Nukleinsaure nicht identisch sei. Neuerdings empfiehlt 
P. Biebuyck [18] zur Anfarbung des Volutins eine Methylenblau-Eosin- 
Lésung, wahrend C. C. Lindegren (lI. c.) ein Mischreagens — bestehend aus 
Eisessig, Toluidinblau und Formalin — verwendet, bei welcher Behandlungs- 
weise blauviolette Granula auf schwach gefarbtem Untergrund entstehen, 
die er als zytologische Einheit ansieht. 


Die Unna-Pappenheimsche Methode |19] mit Methylgriin und Pyro- 
nin, die unberechtigtermaften nicht selten zum Nachweis der freien Nuklein- 
siuren herangezogen wird, bezieht sich, wie von A. Pappenheim [20] 
ausdriicklich hervorgehoben wird, lediglich auf die Lokalisierung von 
Chromatin (griin) und Plastin (rot), beides Nukleoproteide in den Kern- 
kérperchen; sie kommt deshalb als Kriterium fiir die histochemische Bestim- 
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mung der freien Nukleinséiuren nicht in Betracht. J. Schumacher [21] 
geht bei seinem Verfahren mit Methylenblau und Phosphin (Diamino- 
phenylakridin = Chrysanilin) auch von zwei Farbstoffen aus; es wird 
mit Methylenblau angefarbt und anschlieRend mit Phosphin nachbehandelt. 
Tritt hierbei eine Griinfarbung in der Zelle ein, so ist, nach der Auffassung 
Schumachers, auf die Amnwesenheit von freier Nukleinséure zu 
schlieRen. Zu dieser Schluffolgerung ist er auf Grund von vorgenommenen 
Testen gelangt, bei denen er feststellte, da Nukleine, die bereits basische 
Proteine am Phosphorsdurerest verestert enthalten. fiir eine echte Bindung 
der beiden Farbstoffe nicht mehr geeignet sind, wahrend die freie Nuklein- 
sdure mit Methylenblau und Phosphin in Reaktion zu treten vermag und 
dabei eine Griinfarbung ergibt. 

Wir haben die Versuche Schumachers wiederholt und konnten sie 
auch in der angegebenen Form bestatigen. Aber die von ihm daraus ge- 
zogene Schluffolgerung, da die Methylenblau-Phosphin-Methode demnach 
als ein spezifisches Reagens auf Nukleinsaduren anzusprechen sei, 
diirfte nach den von uns gewonnenen zytochromatischen Anhaltspunkten 
keineswegs zutreffend sein, und zwar um so weniger, als Schumacher 
noch nicht einmal, wie es bereits friiher von A. Meyer bei der Methylen- 
blaumethode vorgesehen war, eine Sauredifferenzierung zwecks Elimi- 
nierung der diffusen Farbung durchfiihrte. 

Zunachst waren es nur Erwagungen, die uns auf Grund der bestehenden 
Divergenzen zu der Einsicht gelangen liefen, daft die bisher zum direkten 
Nachweis der Nukleotide angewendeten histochemischen Farbemethoden 
(Meyer, Unna-Pappenheim, Lindegren, Schumacher) in der vor- 
gesehenen Form, wenn man die Wirkungsbreite der applizierten Farb- 
reagenzien in Betracht zieht, nicht als spezifisch anzusehen sind, sowohl 
beziiglich der Nukleinséuren im speziellen als auch der Zellphosphate im 
allgemeinen. Mit vorliegender Arbeit haben wir uns nun der Aufgabe 
unterzogen, unseren Mutmaftungen hinsichtlich der Unspezifitat der ge- 
brauchlichen Ribonuklealreaktionen: auf experimentellem Wege nachzu- 
gehen, woriiber in dem folgenden Versuchsteil, unter kritischer Auswertung 
des reichhaltigen Testmaterials, deduzierend berichtet werden soll. 


Experimenteller Teil 


I. Heranziichtung und Vorbereiturg des Zellmaterials 


Mykodermacerevisiae. Von der Stammkultur, die unserer Organis- 
mensammlung entnommen war, impften wir eine Ose voll in 10cem* 11 %ige 
sterile ungehopfte Wiirze; den Ansatz liefen wir drei Tage lang bei Zimmer- 
temperaiur (20°) stehen. Hiernach wurde mit der gebildeten Mykoderma- 
haut eine neve Kultur in 11%iger Wiirze angesetzt, die in der gleichen 
Weise wie vorher behandelt ‘wurde. Von der 3. Passage an verwende- 
ten wir dann die Mykodermahefe fiir die laufenden Versuche. Nach der 
Entnahme aus dem Girsubsirat erfolgte jedesmal eine dreifache Waschung 
auf der Zentrifuge. Wir machten die Beobachtung, da® mit dem Aliter- 
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werden der Mykodermahaut eine Anreicherung der Zellphosphate im 
Plasma stattfindet. 

Torulopsis utilis. Von der Wiirzeagarkultur, die ebenfalls unserer 
Organismensammlung entstammte, impften wir eine nicht zu geringe Aus- 
saatmenge in 11%ige Wiirze, die einen Zusatz von 5% Glykose enthielt. 
Wahrend der ersten beiden Passagen im Thermostaten bei 28° konnten wir 
nur ein schwaches Wachstum feststellen. Nach der 3. Passage war die 
Vermehrung schon reichlicher. Fiir die Tinktionsversuche wurde teils die 
Bodensatzhefe aus dem abgegorenen Substrat, teils auch das nach kurzer 
Kultivierungszeit aus dem Medium separierte Zellmaterial, nach vorheriger 
dreifacher Auswaschung auf der Zentrifuge, verwendet. 


Kulturhefen. Der herangezogene Stamm 7 stellt eine Betriebshefe 
dar, die wir durch Trépfchenkultivierung isolierten und dann reinziichteten; 
sie ist durch ein besonders granulationsreiches Plasma ausgezeichnet. Beim 
Abimpfen vom festen Nihrboden in 11%ige Wiirze erwies sich die Unter- 
hefe Z sofort wieder als auferst gairfahig und konnte bereits nach der 
2. Passage zur Vornahme der Testungen dienen. Teils wurde das Zell- 
material aus dem abgegorenen Bodensatz, teils aus der im Angarungs- 
stadium (3. Giartag) separierten Anstellwiirze gewonnen. — Unterhefe U 
und Spiritushefe Stamm XII wurden vom festen Nahrboden (Wiirzeagar) 
unserer Kulturensammlung in 11%ige Wiirze iibergeimpft. Die U-Hefe 
erwies sich nach der 3. Passage als véllig regeneriert; die Spiritushefe XII 
wurde erst nach der 5. Passage als ansatzreif befunden. — Wie iiblich 
fiihrten wir vor der Versuchsanstellung die Waschung auf der Zentrifuge 
durch und iiberpriiften auch in jedem Fall die Garungsintensitat. 


Bakterium Delbriicki Leichmann, nach der Nomenklatur von 
Bergey als .,Lactobacillus delbriicki Leichmann Beijerinck” bezeichnet, 
wurde aus der Maischekultur unserer Organismensammlung in 11%ige 
Wiirze, der 1% Kreide beigegeben war, abgeimpfi und bei 48° im Thermo- 
staten herangeziichtet. Separierung und Waschung erfolgien wie vor- 
stehend angegeben. 


Escherichia coli. Um eine Massenkultur zu erhalten, wurde das 
Bakterium nach Abimpfung aus unserer Organismensammlung auf Kariof- 
felscheiben geziichtet, die auf angefeuchtetem Filtrierpapier in Petrischalen 
sterilisiert worden waren. Nach einigen Tagen bildete sich im Thermo- 
staten (28°) ein brauner Belag von Escherichia coli, der unmittelbar vor 
der Versuchsanstellung mit physiologischer Kochsalzliésung abgeschlemmt 
und durch Separierung in der iiblichen Weise gewonnen wurde. 

Endomyces vernalis. Der mycelbildende Fetthefepilz, unserer Kul- 
turensammlung entnommen, wurde in Hefewasser, unter Zusatz von 
5% Glykose, bei 20° herangeziichtet. Sobald sich eine dicke, faltige Haut 
ausgebildet hatte, erfolgte die Gewinnung durch Separieren mit anschliefen- 
dem Waschen. 

Granulobacter saccharobutylicus, ebenfalls Bestand unserer 
Organismensammlung, wurde bei 28° im Thermostaten auf Roggenmaische 
kultiviert, nachdem das Medium vorher mit Hilfe von Stickstoff desoxygeni- 
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siert worden war. Die Maischeanteile liefen sich bei der Ernte nicht ab- 
trennen und wurden deshalb zusammen mit den Bakterien separiert und 
ausgewaschen. Auch die Tinktionen konnten nur ohne Beseitigung der 
Maischepartikeln durchgefiihrt werden, jedoch machten sich diese bei der 
Vornahme der Farbungen und bei der mikroskopischen Beurteilung nicht 
stérend bemerkbar. 

Pseudomonas tumefaciens. Zur Untersuchung diente eine Kultur, 
die uns von Herrn Dr. Parchwitz freundlicherweise zur Verfiigung ge- 
stellt worden war. Die Aufzucht in Modhrensaft, dem je 1000cm* 
0,i4g FeSO,.7H,O und 0,1g MnSO,.7H,O zugesetzt waren, erfolgte bei 
28° im Thermostaten. Das Substrat wurde an drei aufeinanderfolgenden 
Tagen im Dampftopf sterilisiert. Das p, betrug 7 bis 7,2. 


II. Die verwendeten Farblésungen und Testsubstanzen 


Methylenblau: 1g Farbstoff + 1g Phenol krist. in 100cm* 25%igem 
Alkohol. 

Trypaflavin: 0,1 g Trypaflavin in 200 cm* dest. Wasser. 

Es wurde von uns Trypaflavin (3, 6-Diamino-10-methylacridinchlorid) 
statt des von Schumacher verwendeten Phosphins benutzt, da der 
erstere Farbstoff gegeniiber Phosphin markantere Tinktionen ergab. 

Bei der Durchfiihrung der chemischen Modellversuche wurden 
folgende organische und anorganische Phosphorsdureverbindungen ver- 
wendet: 


. Muskeladenylsaure (MAP), 

. Hefenadenylsiure (HAP), 

. Hefennukleinsaure (Tetranukleotid), 
Adenosintriphosphorsaure (ATP), 

das Kalziumsalz der Fruktosediphosphorsaure (FDP). 
. Lezithin, 

. Phosphoglyzerinsaure. 

. Kalium- und Kalziumphosphate. 


DNAMWE VID & 


Zur Kontrolltestung dienten uns als phosphorfreie Stoffe pflanzlicher 
und tierischer Herkunft: Tragant, losliche Starke, Zellulose, Gelatine. 

Fiir die Priifung bestimmier kombinierter Reaktionen benutzten wir 
Adenosin und Guanosin, d. h. chemische Verbindungen, welche als phosphor- 
saurefreien Komponenten einer Reihe von Nukleinsdéuren einen charak- 
teristischen Bestandieil darstellen. 

Einen Teil der oben angefiihrten Praparate verdanken wir der Pharma- 
zeutischen Firma Dr. Georg Henning in Berlin-Tempelhof. 


III. Die Methodik der Praparat- und Zellfarbungen 
Die Methylenblau-Trypaflavin-Methode (M-T-Methode) 
Das zu tingierende Objekt wird auf einem Deckglischen oder Objekt- 


trager mit Wasser verriihrt, dann iiber der Sparflamme des Bunsenbren- 
ners bzw. auf der Warmebank nach Strasburger [22] getrocknet und 
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daraufhin in der Flamme fixiert. Hiernach wird die erste’, Farbung, 
3—5 Minuten lang, mit 1%iger Karbol-Methylenblau-Lésung vorgenommen, 
der sich eine griindliche Auswaschung mit Wasser anschliefit. Es folgt nun 
eine kurze Nachbehandlung mit 1%iger Schwefelsdure, etwa 1—2 Minuten 
lang; auf diese Weise wird das vom Plasmaeiweili adsorbierte Methylenblau 
wieder restlos entfernt (4. Differenzierung). 


Die zweite Farbung wird mit 0,05%iger Trypaflavinlésung durch- 
gefiihrt; die Einwirkungsdauer betragt 1—2 Minuten. Danach wird der 
iiberschiissige Farbstoff mit Wasser vollstandig ausgewaschen. Beim Mikro- 
skopieren heben sich, wenn tingierbare biologische Objekte zur Unter- 
suchung vorliegen, griine Punkte und F lecken von der durchweg gelbgefarb- 
ten Plasmasubstanz ab, woraus zu entnehmen ist, dafi das Trypaflavin die 
noch freien Valenzen bzw. die durch seine starkere Basizitat frei gemachten 
Stellen am Phosphorsauremolekiil besetzt hat. Nunmehr ist eine weitere 
Saurebehandlung, und zwar diesmal mit alkoholischer Salzsaure (1 Teil 
n/t HCl auf 2 Teile Alkohol von 96%) erforderlich; durch diese abermalige 
Saureeinwirkung wird die diffuse Gelbfarbung des Zytoplasmas beseitigt 
(2. Differenzierung). Das mikroskopische Bild zeigt jetzt bei bio- 
logischen Objekten scharf umrissene griine Punkte und Flecken auf farb- 
losem Plasmagrund. 


Auch ohne Fixierung der chemischen Testsubstanzen bzw. des Orga- 
nismenmaterials, im letzteren Falle also an strukturell intakten Zellen, 
lat sich die Methodik der M-T-Farbung im gleichen Versuchsablauf durch- 
fiihren. Die Tinktionen und Sauredifferenzierungen erfolgen hierbei zweck- 
maRigerweise im Zentrifugenglaschen; ebenso werden die erforderlichen 
Waschungen sogleich anschliefend auf der Zentrifuge vorgenommen. 

Mit dem zweiten Differenzierungseffekt wird gleichzeitig die gepaarte 
siurefeste Bindung der Pigmente an den Phosphatkomplex iiberzeugend 
erkennbar. Wie stark bereits bei der ersten Tinktion die chemische A ffinitat 
zwischen dem Methylenblau -und der Phosphorsiurekomponente der 
Nukleinsaure in Erscheinung tritt, geht aus folgendem einfachem Versuch 
anschaulich hervor. Stellt man eine Mischung des Farbstoffes z.B. mit 
Handelsnukleinsaure her, wobei die Nukleinséure im Uberschuf sein muf, 
so lat sich. trotz der tiefblauen Farbe dieser Lésung weder die Wollfaser 
noch die Haut anfarben; das Methylenblau hat demnach sein Farbe- 
vermégen bei der mit der Phosphorséure eingegangenen Verbindung ver- 
loren. Auch durch die Reaktion mit anorganischem Phosphat biifit das 
Methylenblau seine Farbekraft ein. 


Es ist noch darauf hinzuweisen, daf bei der Testung mit phosphorsaure- 
freien Haftsubstanzen eine besondere Sorgfalt auf die Differenzierung mit 
Schwefelséure und alkoholischer Salzsiure zu verwenden ist; denn die 
meisten dieser Stoffe wie Tragant, lésliche Starke, Gelatine usw. nehmen 
nach vorausgegangener Methylenblaubehandlung die Griinfarbung mit 
Trypaflavin ohne weiteres an, jedoch nicht séurefest, wie noch naher dar- 
gelegt werden wird. Hier handelt es sich dann nur um einfache diffuse 
Farbungen. Allgemein sei zu der technischen Ausfiihrung bemerkt, daf 
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sich einzelne der genannten Praparate nur schwierig fixieren lassen und 
selbst beim vorsichtigen Erhitzen leicht anbraunen. In solchen Fallen 
erhalt man beim Differenzieren keine vollstandig farblosen, sondern im 
Untergrund ganz schwach gelbtingierte Modellbilder. 


IV. Durchfiihrung der Farbeversuche 
i. M-T-Testung, an chemischen Modellen vorgenommen 


Zunachst soll von uns dargetan werden, daft sich phosphorsdurefreie 
Stoffe pflanzlicher und tierischer Herkunft wie Tragant, lésliche Starke, 
Zellulose, Gelatine ohne weiteres mit Methylenblau (blau) und Trypaflavin 
(gelb) anfarben lassen und bei der kombinierten Tinktion mit beiden Farb- 
stoffen eine Griinfarbung (als Mischfarbe aus Blau und Gelb) annehmen. 
Alle diese Farbreaktionen erweisen sich jedoch bei der Differenzierung als 
nicht séureresistent; es besteht also keine echte chemische Bindung zwischen 
dem Farbstoff und der phosphorsaurefreien Substanz (diffuse Farbung). 

Farbeversuche, an Tragant ausgefiihrt, ergeben mit Schwefelsaure eine 
vollstindige Entfarbung des mit Methylenblau angefirbten Stoffes. Eine 
Nachbehandlung mit Trypaflavin fiihrt zu rein gelben Farbschollen, welche 
gegen die zweite Differenzierung mit alkoholischer Salzséure ebenfalls 
nicht resistent sind. Wird nun Tragant mit Methylenblau angefirbt und 
ohne anschliefiende Sdauredifferenzierung sofort mit Trypaflavin nach- 
behandelt, so resultieren, wie nicht anders zu erwarten, griine Farbschollen 
(Abb. 1), die bei nachfolgender Sauredifferenzierung wiederum eine totale 
Entfarbung (Abb. 2) erfahren. In der gleichen Weise verhalten sich die 
anderen angefiihrten phosphorfreien Substanzen wie lisliche Starke, Zellu- 
lose und Gelatine. Bei letzterer vollzieht sich die Entfarbung infolge ihres 
schwachsauren Charakters (p, =~ 5,8) etwas langsamer. Wird Tragant mit 
dem oben angefiihrten Mischreagens von Lindegren tingiert, so ver- 
schwindet auch in diesem Fall das Farbbild bei der Saurebehandlung. 

Wir haben somit exemplifiziert, da zwar auch phosphorsaurefreie Be- 
standteile der Tier- und Pflanzenzelle eine aus Methylenblau und Trypa- 
flavin kombinierte Griinfarbung annehmen kénnen, daft diese jedoch nur 
von diffuser Beschaffenheit, d.h. gegeniiber der Sauredifferenzierung nicht 
bestiindig ist. Dagegen laRt sich bei der gleichen Behandlungsweise mit 
Sicherheit ein siureresistenter Farbungseffekt erreichen, wenn der Tragant- 
suspension eine kleine Menge von phosphorsaurehaltiger Substanz mit 
mindestens zwei freien Valenzen beigemischt wird, z. B. Hefennukleinsaure. 
In dieser Hinsicht gelingt, unter Angleichung an die spaiter vorzunehmenden 
Zellfarbeversuche, folgendes schéne Modellexperiment: Ein fixiertes 
Tragantpraparat wird mikromanipulatorisch mit einer Lésung von Hefen- 
nukleinsdure getiipfelt und darauf kurz in der Flamme getrocknet. Nach 
Anfarbung mit Methylenblau und anschlieBender Sauredifferenzierung ver- 
bleiben blaue Farbflecken auf der farblosen Tragantmasse. Wird hiernach 
weiter mit Trypaflavin tingiert, so erscheinen griine Farbgebilde auf gelbem 
Untergrund (Abb. 3); durch nachfolgende Differenzierung mit alkoholischer 
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Salzsiure verschwindet die diffuse Gelbfarbung des Traganis, und es 
restieren einzelne griine Farbtiipfel, welche die Lokalisation der Hefen- 
nukleinsdéure. in der farblosen Tragantsubstanz indizieren (Abb. 4). Die 
Durchfiihrung der obigen Versuche erschien uns von Wichtigkeit, weil in 
der Zelle Stoffe vorhanden sein kénnen, die durch eine diffuse Farbung (also 
bei Ausschaltung der Sauredifferenzierungen) Zellphosphate vortauschen 
kénnen. 

Nun stellt aber die M-T-Reaktion keineswegs ein spezifisches Reagens 
auf die Stoffgruppe der freien Nukleotide dar, wie das bei anderen in 
ahnlicher Richtung liegenden Farbemethoden ohne kritische Nachpriifung 
supponiert worden ist, sondern samtliche Phosphorsaureverbin- 
dungen anorganischer und organischer Natur, mit minde- 
stens zwei freien Valenzen, ergeben generell den M-T-Test, 
was durch die nachfolgenden Versuche im einzelnen nachgewiesen wer- 
den soll. 


Versuchsreihen zur chemischen M-T-Testung 


Hexosediphosphorsaure. Zum Versuch wurde ein Handelsprapa- 
rat von hexosediphosphorsaurem Kalzium mit einem Gehalt von 90% FDP 
verwendet. Die Fruktosediphosphorsaure setzten wir mittels Oxalsdure in 
Freiheit.. Nach Abtrennung des Kalziumoxalat-Niederschlages wurde das 
Filtrat zur Trockene eingedampft. Hiernach kam die M-T-Farbung in An- 
wendung, welche sich gegeniiber der zweifachen Differenzierung als saure- 
resistent erwies. Die Haftfestigkeit der Hexosediphosphorséure am Deck- 
glaschen bzw. Objekttrager war allerdings nur unzureichend, so daf ein 
grofer Teil des Teststoffes im Saurebad wieder heruntergelést wurde. Bes- 
ser gelingt der Versuch, wenn dem Praparat unter Zuhilfenahme von 
Tragant mehr Haftfestigkeit verliehen wird. 

Hefennukleinsaiure. Das Priparat mit 7% Phosphor (p, der ge- 
sattigten Lésung 3,4) ergab, wie erwartet, ohne Schwierigkeiten eine ein- 
wandfreie stark positive Reaktion mit den beiden Anilinfarbstoffen. Die 
zweifache Sauredifferenzierung wurde gut iiberstanden, woraus zu ent- 
nehmen ist, da eine echte Doppelbindung der Farbstoffe an die Phosphor- 
saurekomponente eingetreten ist. 

Muskeladenylsaure (MAP), kristallisiert, Fp 200°, lieferte, beson- 
ders nach Zusatz einer kleinen Menge von Kalziumdhlorid, ein sehr gutes 
Farbbild. Gegen beide Differenzierungen erwies sich die erzielte Griin- 
farbung als saureresistent. 

Mit Hefenadenylsaiure (HAP), die ebenfalls in kristallisierter 
Form (Fp 198°) vorlag, konnte ein gleich gutes Farbeergebnis wie bei der 
Muskeladenylsaure erhalten werden. 

Adenosintriphosphorsaure (ATP). Das verwendete Priparat 
hatte einen Reinheitsgrad von 90%. Die restlichen 10% bestanden aus 
Adenosindiphosphorsaure (ADP) und Phosphorsiure. Das so beschaffene 
Mischpraparat zeitigte ein sehr gutes Farbeergebnis; die beiden Saure- 
differenzierungen wurden einwandfrei tiberstanden. 
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Lezithin, welches bekanntlich nur eine freie Phosphorsdurevalenz 
enthalt, ergibt mit Methylenblau im Zentrifugenversuch keine saure- 
resistente Farbung. Mit Trypaflavin dagegen verbleibt nach der Differen- 
zierung mit alkoholischer Salzsiure eine schwache Gelbfarbung. Vielleicht 
verhindert auch die teilweise Bildung des inneren Anhydrids die ausge- 
pragte Tinktion. 

Im Muskelgewebe miifte Kreatinphosphorsaure, die zwei freie 
Valenzen enthalt, eine séureresistente M-T-Farbung ergeben. Dieser Test 
wurde von uns noch nicht durchgefiihrt. 


Phosphoglyzerinsaures Natrium. Mit dem Priparat ist eine 
einwandfrei positive, d. h. also eine zweifach sdureresistente M-T-Reaktion 
erreicht worden (Dissoziation des Salzes). 


Glyzerinphosphorsaures Barium reagiert bei dem _ Farbe- 
versuch negativ; es bindet kein Methylenblau. Daher ergibt die Nach- 
behandlung mit Trypaflavin keine griinen Schollen, sondern nur eine 
diffuse Gelbfarbung von Trypaflavin, die durch alkoholische Salzsiure zum 
Verschwinden gebracht werden kann. Der Fall ist interessant, weil er be- 
weist, daf{ nur Phosphorsdureverbindungen mit mindestens zwei freien 
Valenzen zur Griinfarbung (gepaarte Bindung beider Anilinfarbstoffe) be- 
fahigt sind. 

Letzteres Ergebnis wird auch durch Versuche mit tertidrem Kalzium- 
phosphat bestatigt, das keinen Farbstoff aufnimmt. Primiaires Kalium- 
phosphat, schwach flambiert, bindet mit seinen freien Valenzen die 
beiden Pigmente. Der Versuch gelingt am besten, wenn das Phosphat mit 
léslicher Starke als Haftsubstanz gemischt wird. Beide Sauredifferenzierun- 
gen werden iiberstanden. 


Besonders instruktive Versuche lassen sich mit Adenosin und Guanosin, 
den beiden charakteristischhen Komponenten einer Reihe von wichtigen 
Nuklealverbindungen, durchfiihren. 


Adenosin, kristallisiert, Fp 229°, mu sich als phosphorsiurefreie Ver- 
bindung nach den obigen Erfahrungen indifferent verhalten, was auch der 
Fall ist. Infolge der leichten Léslichkeit des Praparates ist ein intensives 
Flambieren notwendig, wobei darauf zu achten ist, dafi keine Verbrennung 
eintritt. Weder mit Methylenblau noch mit Trypaflavin laBt sich eine siure- 
resistente Tinktion erhalten; daraus ist zu ersehen, daf Adenosin keine 
echite Bindung mit den beiden Farbstoffen der M-T-Methode einzugehen 
vermag. Dieser Versuch beweist also die Passivitat des zwar mit vier 
Doppelbindungen ausgestatteten, jedoch phosphorsaurefreien Adenosins 
gegeniiber der M-T-Reaktion und widerlegt gleichzeitig die Ansicht von 
einer moglicherweise in Frage kommenden Adsorptionsverbindung der 
Pigmente. 

Wird dagegen das unbehandelte Adenosin mit saurem Kaliumphosphat 
verrieben, so gelangt man duferst leicht zu einer markanten saureresisten- 
ten Griinfarbung. Hier unterstiitzt offenbar das Adenosin die Haftfestig- 
keit des Phosphates, das mit den Farbstoffen in Reaktion tritt. 

















Uber den Nachweis der Zellphosphate 355 


Guanosin, das sich bei 220° zersetzt, verhalt sich wie Adenosin. Das 
zweimal differenzierte Praparat ist gelegentlich, bei etwas zu intensiver 
Flambierung, im Untergrund ganz schwach braunlich gefarbt. 


2. M-T-Testung, an fixiertem Zellmaterial ausgefiihrt 


Nachdem wir an einer gréferen Reihe von chemischen Modellversuchen 
gezeigt haben, daf} sich alle Phosphate, welche mindestens zwei freie Va- 
lenzen enthalten, mittels der M-T-Farbung spezifisch indizieren lassen, 
haben wir nun die M-T-Testung auf fixiertes Zellmaterial iibertragen, um 
experimentell festzustellen. wie sich das Zytoplasma von verschieden- 
artigen Mikroorganismen gegeniiber der Doppelfarbung mit Methylenblau/ 
Trypaflavin bei zweifacher Sauredifferenzierung verhalt. 

a) Tinktionsversuche mit Mykoderma cerevisiae. Die wilde Hefe Myko- 
derma cerevisiae stellt fiir die Anwendung der M-T-Testung ein sehr ge- 
eignetes Zellmaterial dar, da sie von Natur aus ein granulationsreiches 
Plasma besitzt, dessen Chromophilie sich mit zunehmender Ausreifung der 
Zellen in ersichtlichem Mafe verstiarkt. 

Die durch Separieren gewonnene Mykodermahaut wird mit Wasser auf 
einem Deckglaschen oder Objekttrager verteilt, in der iiblichen Weise vor- 
sichtig getrocknet und hiernach fixiert. Nach der Tinktion mit Methylen- 
blau und anschlieBender Sauredifferenzierung zeichnen sich blaugefarbte 
Flecken auf farblosem Plasmagrund ab. Wird nun mit Trypaflavin nach- 
gefarbt, so treten stark griingefarbte Punkte und Flecken in der gelb- 
geténten Plasmaschicht in Erscheinung. Nach Vornahme der zweiten Saure- 
differenzierung ergibt sich ein mikroskopisches Bild, aus welchem zu er 
sehen ist, dafi sich das Plasma entfarbt hat und nur noch scharf umrissene 
griine Punkte und Flecken iibriggeblieben sind. 

Die juvenilen Zellen der Mykoderma cerevisiae enthalten zunachst nur 
auRerst geringe Mengen von Zellphosphaten, was sich dadurch zu erkennen 
gibt, daf} die M-T-Farbung in der ersten Phase (Methylenblau) fast nicht 
sdureresistent ist; bei der Differenzierung mit 1%iger Schwefelsiure wird 
das Zeilplasma wiederum nahezu farblos. Erfolgt nunmehr die Nachfarbung 
mit Trypaflavin, so nehmen die jungen Mykodermazellen eine gleichmafig 
in der Plasmaschicht verteilte Gelbfarbung an (Abb. 5); nur die eingesaten 
Mutterzellen (auf der Abbildung durch Pfeil gekennzeichnet) zeigen in die- 
sem Stadium bereits griine Punkte und Flecken auf gelbem Plasmagrund. 
Altere Kulturen der Mykodermahefe ergeben in charakteristischer Weise 
die erwartete M-T-Reaktion, was durch die Abb. 6 und 7 iiberzeugend ver- 
anschaulicht wird. Abb. 6 stellt die zweite Phase der M-T-Farbung vor der 
Differenzierung mit alkoholischer Salzsiure dar und ist gekennzeichnet 
durch die Ausbildung von griinen Flecken innerhalb der diffus gelben 
Plasmasubstanz. Nach erfolgter Sauredifferenzierung heben sich, wie aus 
Abb. 7 ersichtlich, scharf umrissene griine Stellen vom farblosen Plasma- 
grund in ausgepragter Form ab. 

b) Tinktionsversuche mit Torulopsis utilis. Die wilde Hefengattung 
Torulopsis, die in der Natur sehr verbreitet ist. hat sich beziiglich der Durch- 
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fiihrung des M-T-Testes ebenfalls als ein gut ansprechendes Versuchsobjekt 
erwiesen. Wird irgendeine frei lebende Torulopsisart eingefangen und 
durch Luftziichtung weiterkultiviert, so ist in den meisten Fallen zunichst 
keine Garfahigkeit festzustellen, und dementsprechend fiallt auch die 
M-T-Testung negativ aus. Geht man dann aber zu zymagener Lufthunger- 
ziichtung nach F. Hayduck und H. Haehn [23] iiber, so erlangt der Wild- 
ling nach und nach ein betrachtliches Garvermégen und zeigt jetzt auch eine 
deutlich positive M-T-Reaktion. Von F. Windisch [24] wurde nach- 
gewiesen, da der zymagene Umziichtungseffekt irreversibel ist, und neuer- 
dings konnte weiterhin eruiert werden, da dieses bemerkenswerte Phi- 
nomen in gewisser Beziehung zur Akkumulation der Zellphosphate im 
Plasma steht. Auf letztere Feststellung naher einzugehen. muft einer be- 
sonderen Veréffentlichung vorbehalten bleiben. 


Vorliegend wollen wir nur zur Veranschaulichung bringen, daft die 
wilde Hefe Torulopsis utilis, die nach Abimpfung aus der Stammkultur 
durch Hochziichtung vermehrt wurde und dabei eine gute Garfahigkeii er- 
langte, in typischer Weise die M-T-Reaktion ergibt. In der Abb. 8 haben 
wir es wieder (in Analogie zu Abb. 6) mit der zweiten Phase der M-T-Far- 
bung, ohne Vornahme der Sauredifferenzierung, zu tun und erkennen die 
Phosphatindikation in der Zelle an der Ausbildung von griinen Flecken 
und Punktien innerhalb der gleichmaftig gelbgefarbten Plasmamasse. Wird 
hiernach die Sauredifferenzierung durchgefiihrt, so treten im mikroskopi- 
schen Bild, wie durch Abb. 9 veranschaulicht ist, scharf umrissene griine 
Stellen auf farblosem Plasmagrund charakteristisch in Erscheinung. 

Mit der gleichen Torulopsis utilis, welche bei der M-T-Farbung eine 
kraftige Zellphosphatreaktion ergeben hat, wurde folgender Koniroll- 
versuch durchgefiihrt. Zwecks Extraktion der Zellphosphate behandelten 
wir die Hefe 24 Stunden lang mit 3%iger Natriumazetatlésung, trennten 
darauf vom Lésungsmittel und wuschen mit physiologischer Kochsalzlésung 
auf der Zentrifuge nach. Hierauf wurde das fixierte Praparat mit Methylen- 
blau angefarbt und mit 1%iger Schwefelsdure differenziert, was zu einer 
vollstandigen Léschung der diffusen Farbung fiihrte. Durch die anschlie- 
Rende Behandlung mit Trypaflavin wird eine gleichmafig gelbe Tonung 
des Plasmas bewirkt (Abb. 10), die durch anschlieRende Differenzierung mit 
alkoholischer Salzsdure zum Verschwinden gebracht werden kann. Aus dem 
negativen Test der M-T-Reaktion ist zu erkennen, dai} keine Zellphosphate 
mehr im Plasma enthalten sind. Umgekehrt gelingt es auch, die saure- 
resistente griine Fleckung der Plasmaschieht, wie wir sie z. B. in Abb. 9 vor 
uns haben, durch Behandlung mit Natriumazetat wieder vollstandig riick- 
gangig zu machen. Bei abermaliger Tinktion mit Methylenblau/Trypaflavin 
bleibt nunmehr die charakteristische M-T-Reaktion ganzlich aus. 


c) Tinktionsversuche mit verschiedenen Kulturhefen. Wie schon friihere 
Untersuchungen von Hayduck und Haehn (I.c.) erkennen liefen, stellen 
die Kulturhefen im allgemeinen nur ein wenig geeignetes Tesimaterial fiir 
Farbeversuche mit Anilinfarbstoffen dar. Diese Feststellung hat sich im vor- 
liegenden Falle um so mehr bestatigt, als gegeniiber der ehemaligen Ver- 
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suchsanstellung nach jeder Tinktion eine Sauredifferenzierung durchgefiihrt 
wurde. 

Unterhefe U lie® bei der M-T-Farbung mit zweifacher Sauredifferen- 
zierung nur vereinzelte griine Punkte in Erscheinung treten. Im wesent- 
lichen damit iibereinstimmend war das Fiarbeergebnis mit der Spiritushefe 
Stamm XII, welche auch schon seinerzeit kein ausgepragtes Tinktionsbild 
lieferte. Dagegen erwies sich die granulationsreichere Unterhefe Z als weit- 
aus besser geeignet fiir die Veranschaulichung der M-T-Reaktion; im fi- 
xierten Zustand war die Ausbildung von griinen Farbflecken und -punkten 
in der Plasmasubstanz ahnlich markant wie bei der Testierung von in- 
taktem Zellmaterial, was weiter unten beschrieben und durch entsprechende 
Abbildungen vor Augen gefiihrt wird. 

Die biologische Erklarung dafiir, ob das ungleichartige Auftreten von 
freien Zellphosphaten im Zytoplasma mit den besonderen Stoffwechsel- 
funktionen der jeweiligen Organismenarten oder mit dem Granulagehalt 
der Zellen, gegebenenfalls auch mit beiden Ursachen in Zusammenhang 
steht, kann im Augenblick noch nicht angefiihrt werden, da hierzu erst noch 
eingehendere Untersuchungen erforderlich sind. 

d) Tinktionsversuche mit verschiedenen Bakterien. Die von uns als bio- 
logisches Testmaterial einbezogenen Bakterien (B. Delbriicki Leichmann, 
Escherichia coli, Pseudomonas tumefaciens) zeigten gegeniiber der M-T-Far- 
bung mit zweifacher Sauredifferenzierung ein recht unterschiedliches Ver- 
halten. 

In hervorragender Weise gelang der differenzierte M-T-Test bei Pseudo- 
monas tumefaciens; jede einzelne Zelle war durch eine reichhaltige und 
markante Griinfleckung im Plasma gekennzeichnet. 

Weit schwacher und zum Teil nicht eindeutig genug sprach B. Delbriicki 
Leichmann auf die M-T-Methode an: nur vereinzelte Stabchen lieBen im 
mikroskopischen Blickfeld deutlich genug ein oder zwei griinlich schim- 
mernde Punkte im Plasma erkennen. 

Escherichia coli ergab bei einfacher Fixierung keine positive M-T-Reak- 
tion. Erst nach vorausgegangener Hydrolyse traten einige schwache griine 
Punkte in Erscheinung, woraus geschlossen werden kann, daf urspriinglich 
keine freien, sondern nur gebundene Zellphosphate im Bakterienplasma 
enthalten sind, die zwecks Erreichung einer feststellbaren M-T-Reaktion 
erst in Freiheit gesetzt werden miissen. 

Bei Granulobacter saccharobutylicus, dessen breitflachige Zellen ein gut 
iibersichtliches Zytoplasma darbieten, fiel der M-T-Test in jeder Hinsichi 
negativ aus. 


3. M-T-Farbung, an intaktem Zellmaiterial ausgefiihrt 


Eine ungiinstige Begleiterscheinung macht sich bei der Fixierung von 
Mikroorganismen dahingehend geltend, dafi die Zellen bei dieser Prozedur 
mehr oder weniger deformiert und im Plasma denaturiert werden. Um die- 
sen Nachteil bei der Anwendung der M-T-Methode auszuschalten, wurden 
von uns Fiarbeversuche an normalem Zellmaterial im nicht fixierten Zustand 
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durchgefiihrt. Wir gingen dabei so vor, dafi wir das Organismengut im 
Zentrifugenglaschen direkt mit der Phenol-Methylenblau-Lésung iibergossen. 
Nach kurzer Einwirkungszeit (5—4 Minuten) folgt eine griindliche Wa- 
schung mit physiologischer Kochsalzlésung auf der Zentrifuge und im An- 
schlufi daran die erste Differenzierung mit 1%iger Schwefelsdure. Eine 
gezogene Probe zeigte dann bei positiver Reaktion im mikroskopischen Bild 
die typische Methylenblaufarbung bestimmter Plasmaorte. Nach dem Aus- 
waschen der Saure wird nun im weiteren Verfahrensgang 3—4 Minuten lang 
mit Trypaflavin nachgefairbt, worauf eine erneut entnommene Probe die 
erfolgte Doppelfarbung am Zellphosphatmolekiil durch das Auftreten von 
griinen Flecken und Punkten in der gelbgeténten Plasmamasse zu erkennen 
gibt. Nach der zweiten Differenzierung mit alkoholischer Salzsaure zeigt 
sich nunmehr, wie zu erwarten, das charakteristische Bild: griine Flecken 
auf farblosem Plasmagrund. Gelegentlich machte sich hierbei ein nicht tin- 
giertes Plasmagerinnsel bemerkbar, welches offenbar nur aus Eiweift be- 
stand. 


a) Tinktionsversuche mit intakter Unterhefe Z. In der angegebenen 
Modifikation konnten wir das vorher in fixiertem Zustand iiberpriifte 
Zellenmaterial genau so wirksam — ohne von deformierten und denatu- 
rierten Artefakten ausgehen zu miissen — der M-T-Testung unterwerfen 
und erhielten dabei ein naturgetreues Bild der zytoplasmatischen Verhalt- 
nisse. Abb. 11 demonstriert die M-T-Farbung ohne die zweite Sauredifferen- 
zierung an intakten Zellen der Unterhefe Z; es heben sich deutlich die 
griinen Phosphatflecken von dem gleichmafRig gelbgefarbten Untergrund 
ab. Nach Durchfiihrung der zweiten Sauredifferenzierung restieren nur 
noch, wie aus Abb. 12 ersichtlich, séureresistente griine Flecken und Punkte 
auf farblosem Plasmagrund als Zeichen der positiven Reaktion. 

In diesem Zusammenhang sei aus noch nicht abgeschlossenen Versuchen, 
die von St. Hinkelmann an unserer mikrobiologischen Abteilung aus- 
gefiihrt werden, vorwegnehmend mitgeteilt, dafi ein bisher mit gleicher 
Intensitat noch nicht erreichter M-T-Effekt dadurch hervorgerufen werden 
kann, da man Kulturhefen von der Art, wie sie in unserer vorliegenden 
Arbeit verwendet wurden, zuniachst einer iiber mehrere Passagen sich er- 
streckenden Phosphathungerziichtung unterwirft und danach einer kurzen 
regenerierenden Behandlung mittels primarer Kaliumphosphatliésung bzw. 
12%iger Wiirze zuteil werden lat. Die hierbei sich vollziehende Anreiche- 
rung mit Zellphosphaten im phosphorverarmten Plasma, wie sie bisher in 
dem festgestellten Ausmaf noch nicht beobachtet wurde, kann mit Hilfe der 
M-T-Methode sowohl an fixierten Praparaten wie auch mit dem modifizier- 
ten Verfahren an intakten Zellen sukzessiv verfolgt werden, wobei sich in 
den Anfangszeiten eine steil ansteigende Kurve ergibt. 

b) Tinktionsversuche mit intaktem Endomyces vernalis. Die intakten 
Zellen des granulationsreichen Fetthefepilzes ergaben eine iippige und 
markant ausgepragte M-T-Reaktion. 

c) Tinktionsversuche mit verschiedenen intakten Bakterien. Wie bereits 
am fixierten Praparat festgestellt werden konnte, ergab Pseudomonas tume- 
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faciens auch im Zentrifugenversuch eine besonders schén ausgepragte M-T- 
Farbung, die eine zweifache Siauredifferenzierung ohne ersichtliche Ab- 
schwachung iiberstand. 


Granulobacter saccharobutylicus nahm auch im intakten Zustand keine 
M-T-Farbung an; das Ergebnis war vollkommen negativ. 


4. Erlauterungen zu den Abbildungen 
(VergréRerung der Mikroorganismen 900 X.) 


Abb. 1. Fixierter Tragant, mit Methylenblau und Trypaflavin gefarbt, nicht dif- 
ferenziert. 


Abb. 2. Fixierter Tragant, mit Methylenblau und Trypaflavin gefiarbt, dann mit 
alkoholischer Salzsaure differenziert. 


Abb. 3. Hefennukleinsaure, getiipfelt auf fixierten Tragant, mit Methylenblau 
gefarbt und danach mit 1%iger Schwefelsiure differenziert, darauf mit Trypaflavin 
nachgefarbt. 


Abb. 4. Hefennukleinsiure, getiipfelt auf fixierten Tragant, M-T-Farbung mit 
zweifacher Sauredifferenzierung. 


Abb. 5. Mykoderma cerevisiae (junge Zellen), fixiertes Praparat, mit Methylen- 
blau gefarbt und danach mit 1%iger Schwefelsdure differenziert, anschliefend mit 
Trypaflavin nachgefarbt. 


Abb. 6. Mykoderma cerevisiae (altere Kultur), fixiertes Praiparat, mit Methylen- 
blau gefarbt und danach ‘mit 1%iger Schwefelsiéure differenziert, darauf mit 
Trypaflavin tingiert. 


Abb. 7. Mykoderma cerevisiae (altere Kultur), fixiertes Praiparat, M-T-Farbung 
mit zweifacher Saduredifferenzierung. 


Abb. 8. Torulopsis utilis, fixiertes Priparat, mit Methylenblau gefarbt und danach 
mit 1%iger Schwefelsaiure differenziert, anschlieBend mit Trypaflavin nachgefarbt. 


Abb. 9. Torulopsis utilis, fixiertes Priparat, M-T-Farbung mit zweifacher Siaure- 
differenzierung. 


Abb. 10. Torulopsis utilis, fixiertes Praéparat, mit 3%iger Natriumazetatlésung be- 
handelt, hiernach mit Methylenblau angefarbt und mit 1%iger Schwefelsiure dif- 
ferenziert, darauf mit Trypaflavin tingiert. 


Abb. 11. Unterhefe Z, intakte Zellen, in Suspension mit Methylenblau gefarbt und 
danach mit 1%iger Schwefelsdure differenziert, darauf mit Trypaflavin tingiert. 


Abb. 12. Unterhefe Z, intakte Zellen, M-T-Farbung mit zweifacher Sauredifferen- 
zierung, in Suspension durchgefiihrt. 
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V. Zur Theorie der bei der M-T-Methode erfolgenden Doppelfarbung 
am Phosphorsauremolekiil 


Aus den Farbeversuchen, die wir an chemischen Modellen und an ver- 
schiedenen Organismenarten durchgefiihrt haben, geht hervor, dafi die 
basischen Anilinfarbstoffe der M-T-Methode, Methylenblau und Trypa- 
flavin, eine kombinierte sdureresistente Griinfarbung (als Mischfarbe aus 
Blau und Gelb) ergeben, wenn sie mit mindestens zwei freien Valenzen von 
organisch oder anorganisch gebundenen Phosphaten in Reaktion treten. 
Vom histochemischen Standpunkt aus miissen wir uns nun die Frage vor- 
legen, wie man sich die gepaarte Bindung der beiden betreffenden Pigmente 
an das Zellphosphatmolekiil vorzustellen hat, wenn zuerst mit Methylen- 
blau angefarbt und darauf differenziert, dann anschlieRend mit Trypaflavin 
nachbehandelt und wieder differenziert wird. 


J. Schumacher [25] versuchte bereits eine Erklarung fiir das Zu- 
standekommen der griinen Doppelfarbung bei den von ihm angewendeten 
Farbstoffen Methylenblau und Phosphin (Chrysanilin) zu geben. Nach 
seiner Version spielen sich die Farbreaktionen so ab, dafi die freien Nuklein- 
sduren (in Wirklichkeit sind es die freien Zellphosphate) zuniachst mit dem 
zuerst applizierten basischen Methylenblau eine salzartige Verbindung 
bilden, namlich nukleinsaures Methylenblau. Da nun, wie bei allen Zell- 
farbungen, auch hier der Farbstoff stets im Uberschuf vorhanden ist, so soll 
sich, nach Schumacher, noch ein zweites Mol Farbstoff additiv mit dem 
bereits vorliegenden nukleinsauren Methylenblau verbinden, und zwar in 
analoger Weise, wie sich A. Kossel und C. Lilienfeld [26] die Eiweif- 


nukleinverbindung vorstellten: 


Nukleinsaures Methylenblau + Phosphin = Nukleinsaures Methylenblau + Methylenblau 


Methylenblau Phosphin 








blau griin 


Nach obigem Schema wird bei der Nachbehandlung mit dem stirker ba- 
sischen Phosphin das lose gebundene Methylenblaumolekiil abgespalten und 
durch das im Uberschuf vorhandene Phosphin substituiert, wodurch dann 
das griingefarbte methylenblaunukleinsaure Phosphin entstehen soll. 

In der Theorie Schumachers, der bei seiner Verfahrensweise keine 
Sauredifferenzierung vorsieht und auch an keine aufklarenden Versuche 
mit anorganischen Phosphaten gedacht hat, ist begreiflicherweise noch nicht 
die gepaarte Reaktion der beiden Pigmente mit der freien 
Phosphorsiurekomponente in Erwagung gezogen. Der spezi- 
fische Effekt der Doppelfarbung am freien Phosphatkomplex 
verleiht jedoch der M-T-Methode iiberhaupt erst ihre indi- 
kative Bedeutung. 

Aus den Konstitutionsformeln der verschiedenen Nukleinsauren ist zu 
ersehen — als einfachsten Fall wahlen wir hier die Muskeladenylsaure —, 
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daf die dreibasische Phosphorsaure durch ihre Bindung an das Nukleosid 
in eine zweibasische Saure iibergegangen ist. Bekanntlich ist die Phosphor- 
sdure einer stufenweisen Dissoziation unterworfen, und es darf wohl an- 
genommen werden, daf bei den Nukleinsaéuren ahnliche Verhaltnisse vor- 
herrschen. Da die in Frage kommenden Phosphorsaureester wie Hefen- 
nukleinsiure, Muskeladenylsdure, Adenosintriphosphorsiure usw. bedeu- 
tend saurer sind als das primaire Kaliumphosphat (p, 4,5) — sie sind nicht 
viel schwiicher als die Essigsaiure (p,, 2.8) —, so hat man es zweifellos mit 
sehr stabilen salzartigen Bindungen zwischen den Nukleinsauren einerseits 
und den basischen Farbstoffen andererseits zu tun. Das einfach positiv ge- 
ladene Farbstoffkation, z.B. das des Methylenblaus, kénnte hiernach in- 
folge des Vorhandenseins von R-O.PO,H’- neben R.OQ.PO,”-Ionen von 
ersteren, die ja erheblich iiberwiegen, fester salzartig gebunden werden als 
von letzteren. Folgt nun bei der M-T-Methode nach der Tinktion mit Me- 
thylenblau die Nachbehandlung mit Trypaflavin, so ist vorstellbar, daft das 
stirker basische Trypaflavin die noch frei gebliebene Valenz besetzt bzw. 
das schwiicher basische Methylenblau z. T. verdrangt, so da nunmehr ein 
gepaartes phosphor- bzw. nukleinsaures Farbstoffsalz resultiert. dessen Zu- 
sammensetzung, wie am Beispiel der Adenylsiure gezeigt werden soll, fol- 
gendermafen gedacht werden kénnte: 

Methylenblau-Kation 
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Trypaflavin-Kation 








Begiinstigend fiir die Bildung der nukleinsauren Farbstoffsalze wirkt 
zweifellos auch der Umstand, daf die Salzsaure, welche sich aus den 
H+-Ionen der Nukleinsiure und den Cl’-Ionen der Farbstoffe bildet,. von 
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dem basischen Bestandteil der Nukleinsiure, d.h. dem Purin- bzw. Pyri- 
midin- bzw. Pyridinderivat addiert wird und auf diese Weise ein Chlor- 


hydrat bildet, z. B.: 


N—C-NH2 
wae 
HC C—N\, O- cl~-+ [Fst]* 
>» CH Pr 
ic 8o “Pager + > 
oO c+ [Fst]+ 
& 
N=C-NH,C1° 
tee 
HC C—Ny O [Fst] 
a —c-"- R’—_O—P=0 
c1S * 
O [Fst] 
R’ = Riboserest Fst = Farbstoffkation 


Aus den vorangehend dargelegten chemischen Modellversuchen und 
Testen an Mikroorganismen ist zu entnehmen gewesen, da die M-T- 
Methode generell auf alle freien Zellphosphate anspricht. Wenn aber der 
oben angefiihrte Chemismus zwischen Nukleotid und Farbstoff als zutref- 
fend angenommen werden kann, so lat sich daraus folgern, daf die 
Nukleinsaéuren, welche die im Reaktionsprozef{ sich bildenden Ht+- und 
Cl’-Ionen additiv an den nukleinen Basenanteil zu binden vermégen, bei 
der gepaarten M-T-Farbung eine besonders markante Indizierung er- 
fahren miissen. 


Zusammenfassung und Auswertung der Versuchsergebnisse 


Auf Grund von chemischen Modellversuchen, die in einer systematischen 
Entwicklungsreihe dargestellt wurden, konnten wir durch eindeutige 
Reaktionen nachweisen, daf die gebrauchlichen histochemischen Fiarbe- 
verfahren (Meyer, Unna-Pappenheim, Lindegren, Schumacher), welche bis 
heute allgemein in der Zellphysiologie zur Lokalisierung der freien 
Nukleotide im Zytoplasma herangezogen werden, nicht als spezifisches 
Reagens auf freie Nukleinsaduren anzusprechen sind. Es handelt sich 
hierbei entweder um diffuse Farbungen oder lediglich um den Nachweis der 
Basophilie bestimmter Zell- und Gewebsorte. Mit den bisherigen zyto- 
chromatischen Methoden werden also noch nicht einmal die Zellphosphate 
spezifisch erfafRt. 


Der spezifische Nachweis der Zellphosphate, sofern sie mindestens zwei 
freie Valenzen aufzuweisen haben, ist uns erstmalig durch Anwendung der 
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M-T-Methode, die auf dem Prinzip der Doppelfarbung und der zweifachen 
Sauredifferenzierung beruht, durch chromoanalytische Indizierung gelungen. 
Unsere Annahme, daft bei der kombinierten M-T-Applikation infolge 
affiner Selektion eine Doppelfarbung an den freien Valenzen des Phosphor- 
sauremolekiils erfolgt, wird durch die Feststellung erhartet, daf die Griin- 
farbung (als Mischfarbe aus Blau und Gelb) nur dann in Erscheinung tritt, 
wenn in der Reihenfolge Methylenblau/Trypaflavin tingiert wird, wahrend 
sich beim umgekehrten Vorgehen, d. h. bei der primaren Tinktion mit 
Trypaflavin, bereits eine so stabile und vollstandige Bindung zwischen dem 
stiirker basischen Farbstoff und den freien Valenzen des Phosphorsaure- 
molekiils vollzieht, und zwar unter sdureresistenter Gelbfarbung sowohl 
im Modell- wie im Plasmaversuch, daf die nachfolgende Behandlung mit 
dem schwicher basischen Farbstoff Methylenblau unwirksam bleibt. Wird 
dagegen zuerst mit Methylenblau angefarbt und dann mit Trypaflavin 
nachbehandelt, so entsteht, sofern mindestens zwei freie Phosphorsaure- 
valenzen vorhanden sind, eine sdureresistente Griinfarbung, was in bezug 
auf die reagierenden Anilinfarbstoffe fiir eine gepaarte und beiderseits 
echte chemische Bindung an das Phosphorsaéuremolekiil spricht. 

Die neue M-T-Methode stellt nicht, worauf hier noch einmal ausdriick- 
lich hingewiesen sei, ein Reagens zum spezifischen Nachweis der freien 
Nukleinsaéuren dar, sondern ist lediglich dazu geeignet, die Zellphosphate, 
unter Einbeziehung der freien Nukleinséuren, in genereller Weise zu 
lokalisieren. Gegeniiber den friiheren Nachweismethoden (diffuse Farbung 
und Basophilie) gestatiet sie aber bereits eine exakte Abgrenzung. Fiir 
die spezifische Erfassung der freien Nukleinséuren in der Zelle muf 
jedoch erst noch, in Analogie zu der Nuklealreaktion von Feulgen, das 
histochemische Reagens ausfindig gemacht werden, das uns in einer 
charakteristischen Reaktion mit den Ribose-Purin- bzw. -Pyrimidinkompo- 
nenten zu liegen scheint. Die chromoanalytische Spezifizierung im ange- 
deuteten Sinne, von der wichtige Aufschliisse iiber den Nukleinsaure- 
stoffwechsel in der Zelle zu erwarten sind, verdient eine endgiiltige Bearbei- 
tung, an der wir uns unter weiterer Ausgestaltung der vorliegend erzielten 
Versuchsergebnisse zu beteiligen gedenken. 

Ein Fortschritt in der histochemischen Verfahrenstechnik ist von uns 
noch insofern erreicht worden, als es uns experimentell gelang, vollig 
intakte Zellen mit Hilfe der M-T-Methode zytochromatisch zu differen- 
zieren, was unzweifelhaft gegeniiber der Manipulation mit Artefakten 
einen biologischen Vorteil bedeutet. Auf diese Weise ist es uns méglich 
geworden, neue Einblicke in bisher noch unaufgeklarte partielle Stoff- 
wechselvorgange zu gewinnen, woriiber in einer gesondert erscheinenden 
Arbeit von uns berichtet werden soll. 
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Einleitung 


Bei der Beobachtung Jebender Zellem aller Art, besonders aber bei den 
in vitro geziichteten Fibroblasten, Epithelzellen und vor allem bei den 
Tumorzellen fallen die Kernkérperchen als sehr formbestandige und kon- 
stante Strukturen auf. Schon vor mehr als hundert Jahren hat Schleiden 
(1835) diese Gebilde in den Kernen von Pflanzenzeilen enidecki. Schwann 
schreibt dariiber 1839: ,,...auBer diesen Eigentiimlichkeiten des Cytoblasten 
hat Schleiden im Inneren desselben noch ein kleines Kérperchen ent- 
deckt, welches bei gut ausgebildeten Cytoblasten als ein dicker Ring oder 
ein dickwandiges hohles Kiigelchen erscheint. Es zeigt sich aber in verschie- 
denen Cytoblasten sehr verschieden. — Da im folgenden hiufig davon die 
Rede sein wird, so will ich es der Kiirze wegen Kernkérperchen nennen.* 
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Doch schon wesentlich friiher, im Jahre 1781, findet sich nach Hughes 
(1952) in einem Buch von Fontana ein Hinweis auf eine Beobachtung von 
Strukturen im Kern, die nur als Kernkérperchen gedeutet werden kénnen. 
Fontana schreibt ‘dort wortlich: .on observe un corps oviforme, ayant 
une tache dans son milieu.“ Als eiférmiges Gebilde bezeichnet er den 
im Jahre 1702 von Leeuwenhoek erstmalig beschriebenen Zellkern. 

Die konstante und gute Sichtbarkeit dieses Kernareals fiihrte im Laufe 
der Jahre zu sehr wechselnden Ansichten iiber seine Funktion und Be- 
deutung. Der Besprechung dieser verschiedenen Irrwege méchte ich einen 
Ausspruch von Schwann (1839) voransetzen, der auch heute noch volle 
Giiltigkeit besitzt und der Uberheblichkeit mancher dogmatischen Lehr- 
meinung gegeniiberzustellen ware: .,.Die Theorie hat wenigstens den Vor- 
teil, daf man sich danach bestimmte Vorstellungen von den organischen 
Prozessen machen kann, welche zu neuen Untersuchungen fiihren: eine 
solche Theorie hat daher selbst dann Nutzen, wenn man ihre entschiedene 
Unrichtigkeit annimmt.“ Auch unsere modernen Ansichten sind zum Grof- 
teil Theorien und in ihrer vorurteilslosen Gegeniiberstellung liegt der Schliis- 
sel zu weiterem Fortschritt. 


Erwartungsgemaf® gibt es eine sehr reichhaltige Literatur zu diesem 
Thema. Nur ein kleiner Teil des alteren Schrifttums kann daher hier wieder- 
gegeben werden. (Eine ausfiihrliche Zusammenstellung der alteren Arbeiten 
bringt Méllendorffs Handbuch I/1, bearbeitet von G. Hert wig [1929].) 
Eine Reihe eigener Versuche soll weiter das Gesamtbild unserer Erkennt- 
nisse vervollstandigen und abrunden. 


Begriff und Definition 


Die Unstimmigkeiten dariiber, was eigentlich als Kernkérperchen be- 
zeichnet werden soll, sind in erster Linie von der Untersuchungstechnik 
abhiangig. Ich méchte daher hier den Unterschied zwischen lebendem und 
totem*bzw. fixiertem und gefarbtem Material hervorheben. Das ideale tieri- 
sche Untersuchungsmaterial fiir die Lebendbeobachtung stellen die Zellen 
der Gewebekultur dar. Ihre Wanderungs-, Wachstums- und Vermehrungs- 
tatigkeit wahrend der Beobachtung bietet hinreichend Gewdahr fiir die 
Intaktheit der Zellen und die Lebensechtheit der beobachteten Strukturen. 
Ich betone diesen Umstand besonders, weil Pischinger (1957, 1950) gezeigt 
hat, wie rasch nach der Entnahme eines Organstiickes gerade in den Kernen 
Entmischungsvorgange auftreten, die zu Strukturen fiihren, wie sie in 
lebenden intakten Zellen nie beobachtet werden kénnen. In den in vitro 
geziichteten Bindegewebs-, Epithelzellen usw. erscheint der Kern fast immer 
als runder bis ovaler Kérper mit glatter Grenze gegen das umgebende 
Zellplasma. Der Innenraum des Kernes erscheint in der Regel fast ganz 
homogen mit Ausnahme des oder der Kernkérperchen, die eine unregel- 
maftige Oberflache aufweisen und an ihrer starkeren Lichtbrechung kennt- 
lich sind (Abb. 1). In seinem Zentrum kann der Nukleolus fallweise auch 
einen schwiacher lichtbrechenden, blaschenférmigen Inhalt aufweisen. Be- 
sonders mit Hilfe der Phasenkontrasteinrichtung lassen sich diese Details 
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sehr gut untersuchen. Der mehr oder weniger homogene Kern erscheint 
dabei heller als das umgebende Zellplasma und die Kernkérperchen in 
seinem Inneren als dunklere Flecken, eventuell mit zentraler Aufhellung; 
daneben finden sich manchmal noch kleine Bréckel ahnlicher Beschaffenheit. 
Die morphologische Definition der Kernkérperchen lebender Zellen lautet 
demnach in Analogie zu der weiter unten folgenden Definition derselben 
Gebilde nach weiteren Verainderungen: Substanzportionen im Kern, 
die sich durch starkere Lichtbrechung mit unregelmafiger 
Oberflache gegen den iibrigen Kernraum abgrenzen, in der 
Ein- oder Mehrzah}i vorhanden sind und unterschiedliche 
Form und Lagerung aufweisen. Diesem Verhalten in den lebenden 
Zellen méchte ich die fiir abgestorbene und fixierte Zellen giiltige Definition 
von Flemming (1882) anschliefien: ,,Was ich wahre Nukleolen oder Kern- 
kérperchen nenne, sind Dinge mit folgenden Eigenschaften: Substanzpor- 
tionen im Kern von besonderer Beschaffenheit gegeniiber dem Geriist und 
dem Kernsaft, fast immer von starkerem Lichtbrechungsvermégen als beide, 
mit glatter Oberflache in ihrem Umfang abgesetzt, stets von abgerundeter 
Oberflachenform, meist in den Geriistbalken suspendiert, in manchen Fallen 
aber auch aufterhalb desselben gelagert. Dazu ist noch hinzuzufiigen, daf 
die abgerundete Oberflachenform nicht immer zutrifft und da die Ober- 
flache selbst manchmal durch die Abtrennung der angelagerien Geriist- 
balken ausgezogen und ausgezackt erscheint. Erst der weitere Verlauf dieser 
Untersuchung wird zeigen, dafi diese so einfach scheinende Definition doch 
auf gewisse Schwierigkeiten st6ft und manche Eigenschaften dieser Kern- 
strukturen zu wenig beriicksichtigt. 


Zahl 


Die Zahl der Nukleolen in menschlichen und tierischen Zellen (vgl. 
Tischler 1934 iiber die Nukleolen der Pflanzenzellen) ist sehr wechselnd. 
In manchen Geweben finden sie sich vorwiegend in der Einzahl, z. B. im 
Nervengewebe der Wirbeltiere (Flemming 1876). Die meisten Arten der 
Gewebezellen haben dagegen durchschnittlich 3—5 Kernkérperchen. Als Bei- 
spiel fiir die unterschiedlichen Befunde hinsichtlich der Zahl ihres Vorkom- 
mens mochte ich nur die Angaben von Pischinger (1950) heranziehen, der 
in der Leber des Meerschweinchens 2—4, der weifen Maus 7—9, des Hun- 
des 1—2 und in der des Menschen 3—5 sogenannte Karyosomen findet, die 
er auch fiir andere Gewebe dieses Typus als konstant angibt. Er findet 
auRerdem, dafi sich bei der Fixierung ganz frischer, reaktionsfahiger Ge- 
webe mit sauren Liésungen diese Zahlen erhéhen kénnen. Diese Erscheinung 
ist meines Erachtens mit der von C. Vogt und O. Vogt (1947) beschrie- 
benen Hyperchromatose identisch. Es handelt sich dabei um das Auftreten 
groRerer Mengen mit basischen Anilinfarben farbbarer, aber feulgennega- 
tiver, also Nukleolarchromatin enthaltender Gebilde in Kernen lebensge- 
fahrdeter Zellen. Auf diese Erscheinung werde ich spater noch ausfiihrlich 
zuriickkommen. Durch diesen Umstand werden jedoch alle Zahlenangaben, 
die an fixiertem und gefarbtem Material erhoben werden, unzuverlassig und 


unbrauchbar. 
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Dazu kommen noch die alters- und funktionsabhangigen Zahlenunter- 
schiede innerhalb derselben Zell- bzw. Tierart. Stankiewitsch (1935) be- 
richtet z. B. iiber das Verhalten der Nukleolen von Nervenzellkernen bei 
Embryonen von 2cm aufwarts: Er findet bei den verschiedenen Groen 
und Entwicklungsstadien ganz wunterschiedliche Zahlen. Bei 2cem bis 
4 Nukleolen, bei 4cm 1—2 groffe und zahlreiche kleine, bei 20 cm zeigt der 
Nukleolus punktiertes Aussehen, beim Neugeborenen 1—2, 24 Tage alt 
einige Nukleolen, mit 10 Jahren 1 Kernkérperchen mit Vakuole. Wieweit 
bei diesen Befunden supravitale bzw. postmortale Veranderungen  mit- 
spielen, geht aus den Angaben nicht hervor. Eine gewisse.Systematik glaubt 
McClintok (1934) in der Zah! der Nukleolen zu finden. Sie nimmt an, daft 
haploide Gewebe 1, diploide: 2 und polyploide Gewebe dem jeweiligen 
Polyploidierungsgrad entsprechende Nukleolenzahlen aufweisen. Dies mag 
meiner Ansicht nach wohl fiir einzelne der untersuchten Zellen zutreffen, 
darf aber bei den so stark ‘divergierenden Befunden sicherlich nicht all- 
gemein behauptet werden: 

Aus eigenen Befunden kann ich nur die. Zahl der Nukleolen bei mensch- 
lichen Lymphozyten und Monozyten mit durchschnittlich 1; selten 2 oder 
mehr angeben. In den Zellen der Gewebekultur finden sich in den Fibro- 
blastenkernen des embryonalen Hiihnchengewebes ebenso wie des Sub- 
kutangewebes des Kaninchens in der Regel 1—2 gut erkennbare Kernkér- 
perchen. In den Epithelzellen ebenso 1—2, in den geziichteten Tumorzellen 
fallen die in der gleichen Anzahl vorhandenen. starker lichtbrechenden und 
massigeren Kernkérperchen besonders auf. Diese Beobachtungen stimmen 
mit den von Levi: (1934) gemachten Angaben’ sowie mit den Befunden 
zahlreicher anderer Untersucher iiberein... Die Zahl der Nukleolen 
laft sich also nicht als spezifisches und signifikantes Kenn- 
zeichen bestimmter Zell- und Gewebetypen verwerten. 


Form 


Auch die Form der Kernkérperchen ist sehr mannigfach. Brandt (1877), 
Eimer (1875), Montgomery (1899); Zacharias (1885) und zahlreiche 
weitere Forscher haben aktive Formveranderungen in den Kernen von 
Eizellen beobachtet. G. Hertwig (1929) beschreibt umgebungsbedingte. 
passive Gestaltsverinderungen. Neben kugeligen gibt es ovoide, ringfér- 
mige, stabchen-, ketten- und bandférmige und daneben noch alle méglichen 
bizarren Formen. In den Kernen der Fibroblasten der Kultur erscheinen 
sie in der Regel kugelférmig bis ovoid, mit glatter oder wenig gehéckerter 
Oberfliche. In den zentralen Anteilen sind sie weniger lichtbrechend bzw. 
im Phasenkontrastbild etwas heller (Abb. 1). Bei langerer Beobachtung und 
auch be: Zeitrafferaufnahmen, die sich iiber mehrere Stunden erstreckten, 
habe ich nur ganz geringe, sehr langsam ablaufende Formveranderungen 
festgestellt. 


Lage 


Genau so wie fiir Zahl und Form, so la&t sich auch fiir die Lage der 
Nukleolen kein gemeinsamer Nenner finden. Bei Kernen mit nur einem 
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Kernkérperchen liegt dieses in der Regel in der Mitte des Kernes. Besondere 
Schwierigkeiten entstehen wieder bei der Untersuchung des abgestorbenen 
und fixierten Materials. Hauptsachlich bei der Fixierung mit sauren 
Fixierungsmitteln, daneben aber auch bei langsamem Absterben der Zelle 
und einem langeren Zeitintervall bis zur Fixation, bildet sich im Kern das 
sogenannie Kerngeriist mehr oder weniger grob aus. An den Knotenpunkten 
dieses Geriistes ist das Chromatin verdichtet; diese Stellen und teilweise 
auch Querschnitte durch einzelne Geriistbalken wurden wiederholt fiir 
Nukleolen gehalten. 


Eine weitere Frage ist nun, ob die ,,echten” Nukleolen mit diesen Geriist- 
balken irgendwie zusammenhiangen oder ob sie davon unabhiangig sind. 
Diese Frage wurde wiederum von den verschiedenen Untersuchern recht 
gegensatzlich beantwortet. Flemming (1882), Retzius (1911) und 
M. Heidenhain (1907) haben in den meisten Fallen einen Zusammen- 
hang zwischen Geriist und Oberflache der Kernkérperchen gefunden, doch 
betonen die ersten beiden, da es nicht immer und iiberall so ist. Wasser- 
mann (1929) dagegen lehnt direkte morphologische Beziehungen zu den 
Chromatinfaden ab. 

Die Untersuchungen der letzten Jahrzehnte iiber die Genese der Nukleo- 
len, tiber die im weiteren noch ausfiihrlich berichtet wird, bringen die 
Nukleolen in Zusammenhang mit bestimmten Chromosomenabschnitten. Ein 
Zusammenhang mit dem feulgenpositiven Chromatingeriist des Kernes ist 
daraus durchaus verstandlich. In anderen Zellen sind die dort in der Mehr- 
zahl vorkommenden Nukleolen der Kernmembran angelagert oder, wie 
Brodersen (1928) angibt, durch Fortsitze mit der Kernmembran verbun- 
den. Diese Verbindung der Nukleolen mit dem Kerngeriist bzw. der Kern- 
membran fiihrt weiter zu unregelmafig ausgezackten Formen (Binder 
1927). In lebenden Kernen sind die Nukleolen verschieblich. Ries beschreibt 
das der Schwerkraft entsprechende Absinken der Nukleolen im Kernraum 
isolierter Eizellen von Amphibien, B. Hert wig (1929) berichtet iiber Zentri- 
fugierungsversuche von Mottier (1899), Andrews (1902) und Auerbach 
(1890), bei denen der Nukleolus durch sein héheres spezifisches Gewicht aus 
dem Kern herausgeschleudert wurde. 


Die innige Lagebeziehung zwischen Kernoberflache und Nukleolen ist 
bei manchen Zellen verbunden mit der Abgabe von Kernstoffen an das Cyto- 
plasma. Neben Alteren Untersuchern beschreibt unter anderen auch 
Chaudbry (1951) Nukleolen, die die Kernmembran als ganze, aber form- 
veranderte Kérper durchbrechen und zur Zellgrenze wandern. Ebenso be- 
schreiben Graupner und Fischer (1934) die laufende Abgabe von 
Nukleolen ans Plasma in den Zellen des Tintendriisenepithels von Sepia. 
Anderseits findet Schreiner (1919) bei Driisenzellen, Saguchi (1927) bei 
Zellen von Gewebekulturen und Hett (1937) bei Granulosaluteinzellen des 
Igeleierstockes ein sichtbares Ausstrémen des Nukleoleninhaltes ins Zell- 
plasma. Auch Ries (1938) berichtet iiber den Durchtritt geformter Bestand- 
teile durch die Kernmembran und nimmt dazu einen Schleusenmechanismus 
oder eine lokale Auflésung der Kernmembran an. Altmann (1949) unter- 
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suchte Hepatitis-epidemica-Punktate und fand, daft sich nukleolare Blasen 
der Kernmembran nahern und ins Plasma entleeren. Gastaldi (1950) fin- 
det nach Behandlung von Ratten mit weiblichem Sexualhormon in den 
Pyramidenzellen des Gehirns sehr grofe, hypertrophe Nukleolen, die teil- 
weise sogar im Cytoplasma liegen. In diesen Fallen ist die Kernmembran 
unterbrochen. 

Die Lagebeziehungen der Kernkérperchen zu den vitalen bzw. supravital 
und postmoral auftretenden Kernstrukturen sowie zum ganzen Kern- und 
Plasmaraum sind also sehr mannigfach und wechselnd. Bei manchen Zellen 
sind dabei sehr konstante und geradezu spezifische Verhaltnisse anzutreffen, 
wahrend es auch andere mit sehr wechselnden, von Alter, Umgebung und 
Darstellung abhaingige Formen gibt. 


Gréfe und Beziehung zum Kernvolumen 


Die Lebendbeobachtung von Gewebekulturen zeigt in den Arbeitszellen 
recht gleichbleibende GréRenverhaltnisse der Nukleolen. Nur die ganz jun- 
gen, neugebildeten Zellen enthalten kleinere, dichte Kernkérperchen, die 
aber auch sehr rasch die DurchschnittsgréRe der alteren Formen erreichen 
und konstant beibehalten. Anderseits kommt es bei Schadigung der lebenden 
Zelle durch verschiedene Agenzien, auf deren nahere Beschreibung spiter 
ausfiihrlich eingegangen wird, zuerst zu einer Verdichtung und Verkleine- 
rung des Kernkérperchens und weiter setzen nun erst die Veranderungen 
an der ganzen Zelle ein. Diesem Verhalten der lebenden Zelle entspricht 
auch die Reaktion des Nukleolus bei der Fixierung. Meyer (1918), der 
dariiber genaue Untersuchungen angestellt hat, schreibt: ,,.[In reiner Osmium- 
siure kontrahieren sich die Nukleolen (Allium) nur sehr wenig, dagegen 
in mittlerer Flemminglésung um 8% (Galtonia), in Sublimat-Eisessig um 
10% (Galtonia), in absolutem Alkohol um 15% (Galtonia) bis 30% (Allium) 
des Durchmessers. Durch diese Schrumpfung erscheinen helle Héfe um die 


Kernkérperchen, die teilweise fiir vitale Strukturen gehalten wurden 
(Zimmermann 1896). 


Weiter liegen sehr zahlreiche Beobachtungen dariiber vor, daft die GréBe 
der Kernkérperchen von der Funktion bzw. dem Funktionszustand, dem 
Alter, der Temperatur der Umgebung usw. abhangen. Jorgensen (1913) 
hat in einer Reihe von ausgedehnten Untersuchungen die funktionellen Ver- 
anderungen der Zell- und Kernstrukturen wahrend des Eiwachstums unter- 
sucht und findet dabei u. a. eine weitgehende Abhangigkeit der Masse und 
Struktur der Nukleolen von folgenden, wesentlichen Gesichtspunkten: 1. der 
Masse der im Eikern vorhandenen oxychromatischen Chromosomen, 2. dem 
Wachstum des Eikernes, 3. der ZellgréRe und dem Dotterreichtum, 4. der 
Art der Ernahrung des Eies und 5. der systematischen Stellung des be- 
treffenden Tieres. Hartmann (1921) beschreibt die Nukleolen im Darm- 
epithel, in den Stiitzzellen des Auges, in den Ganglienzellen des Ganglion 
opticum und des Gehirns von Daphnien. Er findet sie im embryonalen 
Leben relativ gro8, eine starkere Massenabnahme zur Zeit der Geburt und 
schlieBlich auch bei intensivem Stoffwechsel eine Verkleinerung der Nukleo- 
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len und mit zunehmender Zellgréfe eine Abnahme der Nukleolengréfe. 
Bei Temperaturerhéhung findet er eine Gréfenabnahme, eine VergréRerung 
dagegen bei Hunger, Kalte usw. Graupner und Fischer (1934) weisen 
auf die auffallende GréRe der Nukleolen bei Beginn der Pigmentbildung 
bei Sepia hin. C. Vogt und O. Vogt (1947) haben dazu das allgemein- 
giiltige Schema aufgestellt: ..Der Nukleolus nimmt an Gréfe wahrend des 
Wachstums zu, um bei regressiven Prozessen bis zum Schwund abzuneh- 
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Abb. 2. Plasmazelle eines Myeloms mit riesigem Nukleolus. Elektronenmikr. Auf- 
nahme der II. med. Univ.-Klinik Wien. (Publ. von H. Braunsteiner, K. Fellinger 
und F. Pakesch in Sang; dzt. in Druck.) Aufn.: Vergr. 5000:1; Abb.: Vergr. 10.000: 1. 


men.” Auch experimentell lassen sich funktionsbedingte Gréenveranderun- 
gen der Nukleolen erzielen. Gastaldi (1950) findet in den vegetativen 
Kernen des Hypothalamus von Ratten hypertrophe Nukleolen nach Be- 
handlung mit weiblichem Sexualhormon. Die auffallende Gréfe der Nukleo- 
len in embryonalen Zellen und im Tumorgewebe (Abb. 2) ist allgemein 
bekannt. Die Gestalts- und GréRenveranderungen beim Altern, die bis 
zum volligen Verschwinden der Kernkérperchen gehen, hat schon Zacha- 
rias (1885) beschrieben. Die bereits von Jorgensen (1913) untersuchte 
Abhangigkeit der GréfBe der Nukleolen von Eizellen wird auch von 
G. Hertwig (1927) besonders. hervorgehoben. Demnach haben Eizellen mit 
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solitarem Wachstum einen groRen Kern und reichlich Nukleolen, Eizellen 
mit Nahrzellen hingegen weisen Keimblaschen und Nukleolen von gerin- 
gerem Umfang auf. 

Wiederholt wurden Versuche unternommen, Gréfenbeziehungen zwi- 
schen den Volumina von Kern und Kernkérperchen aufzudecken. Flem- 
ming (1882) schreibt dariiber: ..Die absolute Grée der Nukleolen steht 
bei den meisiten Zellarten in annahernder Proportion zu der Grée der 
Kerne selbst.” Er fiigt aber gleich hinzu, daf ihm selbst eine Reihe von 
Ausnahmen bekannt ist. dali also dieser Satz nicht zu allgemein aufgefaRt 
werden darf. Weiter betont M. Heidenhain (1907) die Abhangigkeit von 
der Gesamigréfe der Zelle. ,.Das Wachstum des Kernes und der Nukleolar- 
masse sieht also hier wie immer in einem offenbaren Zusammenhang mit 
dem Wachstum des Zelleibes.“ Diese Abhangigkeit zwischen der Groéfe des 
Nukleolus und der Tatigkeit des Plasma wird gerade in den neueren 
Arbeiten vor allem aus der Schule Caspersson betont und bestatigt. 
Jonas (1951) hat in Analogie zu den Kerngréfenmessungen von Jakobj 
(1931), Bucher und Gattiker (1951) usw. auch die Nukleolengréfen ge- 
messen und einer breiten variationsstatistischen Untersuchung unterzogen. 
Er findet, daf sich in den Ganglienzellen des menschlichen. Grenzstranges 
die Volumina der durch die Haufigkeitsmaxima bestimmten Regelkerne 
zweier bestimmter Zellarten wie 1:2 verhalten. Die Gegeniiberstellung der 
Volumina der Nukleolen und der Volumina der ihnen zugehérigen Zell- 
kerne zeigt eine Regelmafigkeit der Volumsverhaltnisse bei den verschie- 
denen KerngréRen. Wird bei einer Zelle mehr als ein Nukleolus gefunden, 
so fiigt sich die Summe der einzelnen kleineren Nukleolen in das aufgestellte 
Schema ein. Abweichungen von diesen Regeln werden auf einen unter- 
schiedlichen Funktionszustand oder auf verschiedene Zellarten zuriickge- 
fiihrt. Gonzalez-Guzmann (1949) macht andere Untersuchungen iiber 
die Entwicklung der Nukleolen bei der Reifung der weiften Blutzellen. Er 
gibt dazu folgendes Schema: 


K : P= (Kernplasmarelation), 


; Nukleolenvolumen X 100 
R,, (Nukleolenreichtum) = ———,—— 


Kernvolumen ’ 


Gesamizahl der Nukleolen von 100 Zellen 
100 s 


Die Werte K:P, R,, und der Nukleolenkoeffizient nehmen wihrend der 
Reifung ab. Auch pathologische Erscheinungen sind mit Veranderungen die- 
ser Relation verbunden. 

Weitere Verainderungen der Form und der Gréfe sind durch die mehr 
oder weniger reichlich vorhandenen Vakuolen innerhalb der Nukleolen be- 
dingt. Flemming (1882) berichtet dariiber: ,.Von den sonstigen Formver- 
hialtnissen der Nukleolen sind die Vakuolen zu nennen, die in ihnen vor- 
kommen und nach der Bezeichnung von Schrén, der solche im Kernkérper 
des Siiugetieres fand und fiir solide Kérperchen hielt, wohl als Schrénsche 
Korner oder als Nukleolen bezeichnet worden sind. Es ist wohl jetzt all- 


Nukleolenkoeffizient = 
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gemein anerkannt, jedenfalls durch die Schraube leicht festzustellen, da 
es Riume sind, welche von Fliissigkeit oder doch von einem viel weniger 
lichtbrechenden Medium gefiillt werden, als es die umgebende Nukleolen- 
substanz ist.’ Er beobachtete weiter, daff sich diese Vakuolen bei bestimm- 
ten Zellen beim Absterben vergréffern beziehungsweise das Neuauftreten 
derartiger Vakuolen. Sie als rein supravitale bzw. postmortale Erscheinun- 
gen aufzufassen lehnt er ab. Diese Befunde werden von einer Reihe weite- 
rer Forscher bestatigt. C. Vogt und O. Vogt (1947) berichten iiber die 
Arbeiten von Dittus. Dieser deckt an den Zellen des Interrenalorgans der 
Selachier durch die Untersuchung ganzer Funktionszyklen unter geeigneten 
experimentellen Bedingungen den Zusammenhang zwischen Vakuolenbil- 
dung und Funktion des Organs auf. Wahrend der Embryonalzeit entstehen 
Vakuolen in den Nukleolen, die sich in den Zelleib entleeren. Im erwach- 
senen Tier hingegen treten ganze Nukleolen durch die Kernmembran in 
den Zelleib aus. Nach seiner Ansicht stehen Vakuolenbildung und Nukleolen- 
vermehrung unter dem Einfluf des ,,Kortexhormons” der Hypophyse und 
kénnen durch Vermehrung.dieses Hormons gesteigert werden. Hartmann 
(1921) findet, daB die Gréfenabnahme der Nukleolen in der Warme teil- 
weise durch ihre Vakuolisation maskiert ist. Lasnitzki und Wilkinson 
(1948) beobachten bei der Vitalfarbung von Hiihnerfibroblastenkulturen in 
héheren Konzentrationen eine Vakuolisation der Nukleolen und des Cyto- 
plasma. Derartige Vakuolen finden sich hauptsachlich an Zellen mii ein bis 
zwei, seltener mit mehr Nukleolen. Kerne mit gréferer Nukleolenzahl, einer 
davon wird meist als Haupt-, die anderen als Nebennukleolen bezeichnet, 
scheinen dieselben funktionellen Bedingungen durch das Verschwinden bzw. 
Neuauftreten oder durch Verkleinerung und Vergréferung der praformier- 
ten Bestandteile zu erfiillen. Die verschiedenen Lichtbrechungsverhiltnisse 
und die Lagerung der einzelnen Vakuolen, Haupt- und Nebennukleolen 
usw. weisen auf verschiedene physikalisch-chemische Eigenschaften hin, von 
denen im Anschluf ausfiihrlich die Rede sein wird. 


Meine Untersuchungen an den sehr form- und gréfenbestandigen Nu- 
kleolen der Fibroblasten der Gewebekultur sind unter optimalen Wachs- 
tumsbedingungen sehr wenig ergiebig. Wie schon vorher erwahnt, finden 
auch bei sturidenlanger Beobachtung weder Form- noch wesentliche Gréfen- 
veranderungen statt. Unter experimentellen Bedingungen jedoch sind bei 
genauer Beobachtung oft schon vor den Veranderungen der an sich sehr 
empfindlichen Zelloberflache Verdichtungs- und Verkleinerungsvorgiange an 
den Nukleolen zu beobachten. Die Reaktionsweise ist dabei ziemlich unab- 
hangig vom schidigenden Agens. Ich habe diese Erscheinungen sowohl bei 
Zusatz von Gerbstoffen und Antikérpern als auch bei massiver Vitalfar- 
bung mit Akridinorange, Erwarmung, Ansaéuerung usw. beobachtet. Es 
scheint dies demnach eine der wenigen Reaktionen der Nukleolen gegen 


schidigende Einfliisse zu sein, die wir an den Zellen der Gewebekultur 
finden kénnen. 


Die von sehr vielen Autoren beschriebenen und als Vakuolen bezeichne- 
ten Strukturdetails haben wir auch in den Nukleolen der menschlichen 
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Lymphozyten fast regelmaftig gefunden (Abb. 3) (L. Stockinger und 
Kellner 1952). Gerade bei diesen Zellen, deren Funktion ja bis heute noch 
immer nicht geklirt ist, finden sich bei geeigneter Darstellung Kernkérper- 
chen verschiedenster Form und GréfRe. Ob sich bei der systematischen Aus- 
wertung dieser Befunde hier auch Anhaltspunkte ergeben, um iiber morpho- 
logisch erfafbare Eigenschaften auch sichere Schliisse auf die Funktion 
ziehen zu kénnen, wird Aufgabe weiterer Untersuchungen sein. 





Abb. 5. Lymphozyten des strémenden Blutes. Farbung nach Stockinger-Kellner. 
Vergr. 1300: 1. 


Die Zusammenfassung der aus der Literatur erhobenen und der eigenen 
Befunde zeigt also, dafi die Grée der Nukleolen sehr variabel ist. Sie ist 
abhangig von der Zellart, von der Funktion (hieher gehéren auch Alters- 
veranderungen und Umgebungseinfliisse), von ihrer Zusammensetzung und 
von den Darstellungsmethoden. Regelmafige Beziehungen zwischen Kern- 
und Nukleolusvolumen sind sicherlich vorhanden, doch sind fiir derartige 
Untersuchungen sehr exakte und einheitliche Versuchsbedingungen erforder- 
lich. Auf diese Forderungen weisen u. a. auch Clara (1933), Jakobj 
(1931) und Jonas (1951) besonders hin. Aber auch bei der Beobachtung 
strengster Regeln setzt das Objekt selbst dem Untersucher gewisse Grenzen 
in dieser Hinsicht (z. B. in Driisen oder anderen lebhaft tatigen Organen). 
Die bisher ausgewerteten Kern- und Nukleolenmessungen wurden daher 
hauptsachlich an Ganglienzellen erhoben, weil diese durch ihre spezifische 
Ausbildung normalerweise nur geringe physiologische Veranderungen 
zeigen und damit ihre morphologisch erfafbare Struktur ziemlich unver- 
andert erhalten. C. Vogt und O. Vogt (1947) und auch zahlreiche andere 
Autoren zeigen jedoch, daf auch an diesem Material unter pathologischen 
Umstanden mehr oder weniger spezifische Veranderungen festgestellt wer- 
den kénnen. 
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Physikalisch-chemische Beschaffenheit und Darstellungsmethoden 


Schon die native Untersuchung mit dem gewoéhnlichen Lichtmikroskop 
gibt neben der Struktur auch Anhaltspunkte iiber die physikalisch-chemische 
Beschaffenheit. Wir finden haufig eine stark lichtbrechende Schale um einen 
schwacher lichtbrechenden Inhalt (Vakuole?), was auf zwei verschiedene 
Komponenten, deren Proportionen zueinander wechseln, hinweist. Nach 
dem Absterben der Kerne und dem Auftreten des Kerngeriistes ist es im 
ungefarbten Praparat meist sehr schwer oder manchmal sogar unmédglich, 
den Nukleolus zu erkennen. Nur durch geeignete Fixation sofort nach der 
Entnahme des Materials aus dem intakten, lebenden Organ ist es méglich 
das Auftreten des Kerngeriistes zu verhindern. Als zuverlassigste Methode 
wird dafiir vor allem Osmiumtetroxyd in Form von Dampfen oder als 
i—2%ige Lésung verwendet. Auch neutrales Formol leistet bei kleinen 
Proben sehr gute Dienste. Jede Anséuerung des Kernes durch saure Fixa- 
tionsmittel oder auch durch die postmortalen Vorgange im Gewebe selbst 
fiihrt zum Auftreten mehr oder weniger grober Geriiststrukturen. Die sehr 
groRe Zahl der verschiedenen Farbemethoden hatte urspriinglich nur die 
Aufgabe. alle Strukturdetails sichtbar zu machen. Aus einem Teil dieser 
Farbungen haben sich durch die laufenden systematischen Untersuchungen 
Methoden zum Nachweis bestimmter chemischer Verbindungen entwickelt. 


Flemming (1882) nimmt bereits gegen die Ansicht Stellung, daft die 
Nukleolen nur verdichtete Portionen derselben chromatischen Substanz seien 
wie das Kerngeriist, sowie gegen die Ansicht, dafi sie iiberall gleich sein 
miiBten. Er schreibt: ..lIm Gegenteil sind schon manche Faille bekannt, in 
denen ersichtlich ist. da die Nukleolen aus einer anderen, weit anders 
reagierenden Substanz bestehen als das Geriist, und ferner, daf die Nu- 
kleolen verschiedener Kerne sich der Reaktion nach ungleich verhalten.“ Aus 
seinen eigenen sowie aus den Arbeiten von Leydig (1855), v. Hessling 
und Lacaze-Duthiers (1854) ersieht Flemming (1882), daf der 
Haupinukleolus bei Najaden usw. aus zwei different beschaffenen Anieilen 
besteht. Neben den farberischen Differenzen betont er das ungleiche Ver- 
halten der einzelnen Teile gegen verschiedene aufere Einwirkungen. Er 
findet. wie schon vorher erwahnt, den Hauptnukleolus zusammengesetzt 
aus ..einem kleineren, der bedeutend starker lichtbrechend und tingierbar 
ist, und einem gréferen, blasseren und schwacher chromatischen, der in 
Saure quillt”. Bei Wasserzusatz verschwindet dieser groéRere, schwacher farb- 
bare Hauptteil und die gleich beschaffenen Nebennukleolen und Geriist- 
strange. Der kleinere. starker tingierbare Anteil dagegen bleibt erhalten, 
schrumpft sogar etwas und bekommt dadurch eine scharf abgesetzte Kontur. 
Starke Essigsaure .laft den gréReren, blasseren Teil des Hauptnukleolus 
rasch aufquellen und verschwinden. wahrend der kleine, glanzende zwar 
auch etwas quillt, aber erhalten bleibt. Schwache Essigsaure dagegen aft 
den glanzenden Teil des Hauptnukleolus scharumpfen und kérnig werden 
und erhalt den blassen Teil und die Nebennukleolen, wenn auch in etwas 
verblaftem Zustand”. Diese exakten und gewissenhaft durchgefiihrten 
Untersuchungen gaben also schon damals die Gewifheit, dai die chemische 











Das Kernkérperchen 377 
Beschaffenheit der einzelnen Komponenten verschieden sei. Doch nur bei 
ganz wenigen Objekten liefen sich so eindeutige und sichere Befunde er- 
heben. Aus dem Bediirfnis, eine sichere Darstellungsmethode fiir die Nu- 
kleolen zur Hand zu haben, wurden eine Reihe von mehr oder weniger 
spezifischen Farbemethoden angegeben. Da aus den Fiarbeergebnissen auch 
weitgehende Schliisse auf die Zusammensetzung und Funktion der Nukleo- 
len gezogen wurden und werden, ist es notwendig, die einzelnen Methoden 
etwas néher zu erlautern. 

Flemming (1882) stellt die Kerne der Ganglienzellen mit Safranin dar. 
Er behandelt die Schnitte nach einer starken Safranintinktion lingere Zeit 
mit Alkohol, wobei die Geriiststrange sich rasch entfarben, wahrend die 
Nukleolen ihre Farbe beibehalten. Auch nach sehr protrahierter Farbung 
mit Hamatoxylin (tagelang in stark verdiinnter Lésung) sind die Nukleolen 
in manchen Zellen recht gut, blasser als das Kerngeriist, zu erkennen. Nach 
G. Hertwig (1929) sind von den vielen angegebenen Farbungen haupt- 
saichlich die Doppelfarbungen von Bedeutung. Die Jodgriin- (Methylgriin-) 
Fuchsin-Mischung nach Zimmermann: Nukleolen rot, Chromatin blau: 
Methylgriin-Pyronin nach Pappenheim stellt nach Sublimatfixierung die 
Nukleolen rot, das Chromatin griin, nach Flemmingscher Fixierung da- 
gegen gerade umgekehrt dar. Die Farbung nach Obst: Chromatin mit 
Boraxkarmin rot, Nukleolen mit Methylgriin blau, Mosse: in neutralem 
Methylenblau-Eosin-Gemisch Nukleolen blau, weiter -Safranin-Lichtgriin, 
Hamatoxylin-Eosin und schlieflich zur Feststellung der relativen Oxy- bzw. 
Basophilie das Biondi-Gemisch (neutrales Methylgriin-Saurefuchsin- 
Orange). G. Hertwig fat weiter das Ergebnis der verschiedenen Fiarbe- 
methoden in folgende Punkte zusammen: ..1. Die meisten Nukleolen farben 
sich anders als das Kerngeriist und die Chromosomen, sie sind namentlich 
im Gegensatz zu den Chromosomen oxyphil. 2. In vielen Oozytenkernen 
wahrend der Wachstumsperiode sind die Nukleolen basophil. 3. Es gibt 
Nukleolen, von denen ein Teil oxyphil, der andere basophil ist, sogenannte 
Amphi- oder Mischnukleolen. 4. Von diesen Mischnukleolen gibt es Uber- 
gange zu den raumlich getrennten Haupt- und Nebennukleolen, die aus 
verschieden farbbaren Substanzen aufgebaut sind. C. Vogt und O. Vogt 
(1947) stellen in menschlichen Hirnzellen die Kernkérperchen und Nissl- 
Schollen mit Kresylviolett dar und erzielen damit der eigentlichen Nissl- 
Fiarbung gleichwertige Resultate. 

Doch alle diese Ergebnisse der Einfach- und Doppelfarbungen waren 
recht unbefriedigend. Gerade bei den so haufig fiir derartige Untersuchun- 
gen herangezogenen Eizellen zeigte es sich, daf{ im Verlauf der Wachs- 
tums- und Reifungsprozesse wiederholte Anderungen der Farbbarkeit auf- 
traten. Neben diesen funktionell bedingten Unterschieden siellte sich heraus, 
da auch die Vorbehandlung, z. B. die Fixation, entscheidend fiir das 
Farbeergebnis sei. Jorgensen (1913) weist auferdem auf verschiedene 
Substrate mit gleicher Farbbarkeit, jedoch verschiedener Resistenz gegen 
Pepsinsalzséure hin, was ebenfalls fiir das Vorliegen verschiedener chemi- 
scher Verbindungen spricht. Die Begriffe ,,Chromatische Substanz™, ,,Chro- 
matin” usw., die teilweise auf Grund dieser Farbeergebnisse gepragt wur- 
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den, beniitzten verschiedene Forscher fiir verschiedene Substrate, und es 
entstand dadurch eine betrachtliche Verwirrung. Die Oxy- bzw. Basophilie 
der einzelnen Bestandteile erhitzte die Gemiiter noch weiter. 


Die Arbeiten von Feulgen und Rossenbeck (1924) leiteten einen 
neuen Abschnitt in der Erforschung der Kernbestandteile und damit auch 
der Nuk!eolenforschung ein. Sie wiesen nach, da® die Chromosomen, und 
zwar die Chromomeren 
der Chromosomen, sowie 
auch die Geriistbalken des 
Ruhekernes und auch die 
Randkérperchen der Nu- 
kleolen nur Thymonuklein- 
siurenukleotide (= Deso- 
= xyribosennukleotide) ent- 
halten. Sie bezeichneten 
diese farberische Eigen- 
schaft als ,,feulgenpositiv™ 
im Gegensatz zu den an- 
deren, mit dieser Methode 
nicht darstellbaren Kern- 
strukturen, die sie ,.feul- 
“1 gennegativ“ nannten. 


a Weitere Meilensteine in 

' der Erforschung .der Che- 
mie und der Funktion des 
Zellkernes stellen die Ar- 
beiten von Caspersson 
und seinen Mitarbeitern 
dar. Die systematische An- 
wendung von Ultraviolett- 
Absorptionsmessungen auf 
Modellsubstanzen und wei- 
ter auf Schnitte von Ge- 


; : weben undOrganen brachte 
Abb. 4. Nervenzelle. A. Ultraviolettaufnahme, die ‘Gewifliient dad die 


B. Feulgen-Reaktion. C. Mikroveraschung (Vertei- 
lung des anorganischen Materials), D. basische 
Aminosauren. (Nach T. O. Caspersson, 1950.) 





Nukleinséuren und die 
nukleinsaéurehaltigenKern- 
strukturen eine ganz cha- 
rakteristischhe Absorption 
im unsichtbaren, kurzwelligen Anteil des Spektrums aufweisen. Zur Unter- 
scheidung gegen verschiedene Eiweifiverbindungen, die ebenfalls in den- 
selben UV-Bereichen absorbieren, wurden Digestionsversuche angestellt. Mit 
dieser Methode ist es méglich, auch quantitative Angaben iiber die einzelnen 
Grundstoffe des Kernes zu machen. Die UV-Absorption der Nukleinséiuren 
beruht auf ihrem Gehalt an Purin- und Pyrimidinbasen. Die beiden haufig- 
sten Nukleinséiurearten unterscheiden sich im Absorptionsbild nicht von- 
einander und sind daher zu ihrer Trennung mit anderen Methoden darzu- 
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stellen. Fiir die anderen UV-absorbierenden Anteile des Zellkernes und des 
Zellplasma bestehen charakteristische Unterschiede. An einem Beispiel 
(Abb. 4) soll die Arbeitsweise von Caspersson (1950) und seinen Mit- 
arbeitern erlautert werden. Von einer Nervenzelle wird zuerst eine UV- 
Photographie (A) hergestellt, die die Gesamtabsorption bei der gewahlten 
Wellenlainge zeigt.. Eine anschliefende Feulgen-Farbung erlaubt inner- 
halb dieser Gesamtabsorption die Lokalisation der Ribodesose-Polynukleo- 
tide (B). Die Mikroveraschung gibt ein Bild von der Verteilung des an- 
organischen Materials (C), in diesem Fall hauptsachlich der Phosphate. 
Die Farbung nach Greenberg und Smith schlieflich stellt annahernd 
quantitativ die Diaminosau- 
ren dar (D).. Jedoch auch die 
Analyse der Extinktionskur- 
ven aus Bildern, die bei ver- 
schiedenen Wellenlangen auf- 
genommen wurden, erlauben 
sichere Schliisse auf die Ver- 
teilung der einzelnen Kom- 
ponenten (Abb. 5). Es verdient 
besondere Beachtung, dal} die 
Untersuchungen von Cas pers- 
son und seinen Mitarbeitern, 
die mit der Bestimmung und 
Messung der nukleinsdurehal- 
tigen Bestandteile des Kernes 
begonnen haben, im weiieren 
Verlauf ihrer Forschung im- 
mer mehr den eiweifhaltigen 
Bestandteilen der Zelle sich zu- 200-219 231 257 275 293 309 «320 F 
wenden und Zusammenhange 
zwischen dem Nukleinsdure- 
und Eiweiftstoffwechsel.. der 
Zelle aufgedeckt haben. Die YS 
wichtigsten Ergebnisse beziiglich der Zusammensetzung des Zellker- 
nes bzw. des Nukleolus einerseits, des Zellplasma anderseits sind: Die 
Interphasezelle (zwischen den Mitosen) enthalt im Kern in den Chromatin- 
bréckeln und Schollen Desoxyribose-Nukleinsaiure und Protein; im Kern- 
saft nur Protein; der Nukleolus besteht in der Regel aus Ribonukleinsaure 
mit mehr oder weniger Protein und dem sogenannten ,,nucleolus-associated 
chromatin“, das in seiner Zusammensetzung dem Chromatin des iibrigen 
Kernes entspricht. Bei jungen und wachsenden Zellen ist der Nukleolus 
reich an. basischen Aminosaéuren und wechselnd reich an Ribonukleinsiaure. 
In diesen Fallen findet sich auch im Zellplasma ein Ansteigen der Proteine 
und der Ribose-Nukleotide. Die Definition des Nukleolus lautet daher nach 
Thorell (1947): ,,A nuclear organelle in protein-generating metazoan cells 
which consists mainly of ribose nucleic acid and also protein substances 
abundant in diamin acids.“ 
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Abb. 5. Absorptionskurven verschiedener Zell- 
bestandteile. (Nach T. O. Caspersson, 1950.) 
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Auch verschiedene Fermente wurden im weiteren Verlauf der wissen- 
schaftlichen Erforschung der Komponenten des Zellkernes immer wieder zur 
Darstellung der Nukleinséuren herangezogen. Brachet (1940, 1950, 1952) 
verwendet die Methylgriin-Pyronin-Farbung nach der Fixierung nach 
Helly zum mehr oder weniger spezifischen Nachweis der Nukleinsiuren. 
Da sich jedoch mit Pyronin manchmal aufer den Pentosenukleotiden auch 
andere Substrate anfirben, schlieft er zur Abgrenzung und Sicherung seiner 
Befunde eine Behandlung mit Ribonuklease an. Dieses Ferment baut alle 
Pentosenukleinsauren in lisliche Verbindungen ab, und es verschwindet da- 
mit die durch Ribonukleinséureverbindungen hervorgerufene Pyroninbin- 
dung (Vercauteren 1949). Diese Methode oder auch analoge Farbungen 
nach Desoxyribonuklease-Einwirkung wurden hauptsachlich deshalb ange- 
wendet, um die komplizierte und umfangreiche Apparaturen und Spezial- 
ausbildung erfordernde UV-Methode zu vermeiden oder um sie zu erganzen. 
Davidson, Leslie und White (1948) haben mit etwas modifizierten 
Arbeitsgingen diese Methoden auch der Praxis dienstbar gemacht. Sie ver- 
wendeten die Ribonuklease bei dem p,-Optimum von 6,85 in Veronal- 
Acetat-Puffer und untersuchten so unter anderem Sternalpunktate. Die 
Kombination der Methylgriin-Pyronin-Farbung mit der Fermentmethode 
ergibt dabei mit Sicherheit, analog den Befunden von Caspersson und 
Mitarbeitern, die Lokalisation der Ribonukleinsaéure in den Nukleolen und 
im Cytoplasma. Bei Hyperplasien des Knochenmarkes finden sie beide 
Nukleinséuren vermehrt, bei Hyperplasie mit reiferen Zellformen allein 
die Desoxyribonukleinsaéure, bei Hyperplasie mit jungen Zellformen die 
Ribonukleinsaure. 

Da jedoch die Wirksamkeit der verschiedenen Fermente nicht immer 
gleichbleibend und auch substratabhangig ist, versucht man sie hier durch 
anorganische Saduren zu ersetzen. Die genaue Untersuchung der chemischen 
Vorgange der Feulgen-Reaktion z. B. von E. Stedman und E. Sted- 
man (1950) ergab, dafi nach 10 Minuten Behandlung mit n-Salzsaure bei 
60° die Kerne folgende Veranderungen zeigten: 1. Der Trockengehalt sinkt 
um 35%; 2. die Histone werden aus den Zellen extrahiert; 3. etwa 50% der 
Nukleinsauren diffundieren in die Hydrolysefliissigkeit und ergeben dort 
eine intensive Farbung mit Schiffschhem Reagens. Vendrely-Randavel 
(1949) vergleicht diese Wirkung auf die Nukleinséuren mit der Ribo- 
nukleasewirkung. Ely und Ross (1949) lehnen daher die erneuten Ver- 
suche, die F eulgen-Reaktion auch fiir quantitative Untersuchungen heran- 
zuziehen, mit der Begriindung ab, dafi die verschiedenen Komponenten bei 
der Hydrolyse verschieden stark und verschieden schnell gespalten werden. 
Erickson, Sax und Ogur (1949) verwenden Perchlorsiure zur Spaltung 
und Extraktion der Nukleinséuren. Nach ihren Angaben wird durch kalte 
Perchlorsiiture dieselbe Wirkung erzielt wie durch Ribonuklease, durch 
heiffe Perchlorsiure zusatzlich auch die Wirkung der Desoxyribonuklease. 
Auch Sulkin und Kuntz (1950) geben an, daft bei 5—24stiindiger Ein- 
wirkung von 10% Perchlorsiure auf Zenker-fixierte Schnitie die Basophilie 
des Cytoplasmas, der Chromidien und der Nukleolen zerstért wird, wiah- 
rend die Farbbarkeit des Kernchromatins unverandert bleibt. Die Ergeb- 
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nisse stimmen also ebenfalls mit der Ribonukleasemethode iiberein. P olli- 
ster und Leuchtenberger (1949) klaren weiter die Einwirkung eines 
sehr hiufig verwendeten Fixierungsmittels, der Carnoyschen Lésung, auf 
die chemische Konstitution des Nukleolus auf. Sie stellten an Paraffin- 
schnitten von Maissporozyten Absorptionsmessungen bei 2537 A vom zen- 
tralen Teil des Nukleolus an. Bei der Einwirkung der Carnoyschen Lisung 
werden demnach Mononukleotide (saurelésliche) quantitativ extrahiert. 
3% ige kalte Trichloressigsdure extrahiert 25% der Gesamtnukleotide. Heife 
5%ige Trichloressigsdure entfernt 50% der absorbierenden Anteile. Der 
Rest der UV-Absorption des Nukleolus ist durch Proteine und durch un- 
spezifische Lichtabsorption bedingt. 

Weitere Beitrage fiir die Aufklarung der verschiedenen Farbbarkeit der 
Nukleinsaiureverbindungen sowie Versuche der quantitativen Darstellung 
mit Farbemethoden unternahmen Kurnick (1950a, b, c) bzw. Kurnick 
und Mirsky (1950). Sie beniitzten als Grundlage ihrer Arbeiten neuerlich 
die langst erprobte Methylgriin-Pyronin-Farbung. Desoxyribonukleinsaéuren 
und ihre Histone farben sich mit Methylgriin intensiv griin, hitzedepoly- 
merisierte Desoxyribonukleinsdéure, Ribonukleinséure und ihre Proteide 
bla@rot. Die Depolymerisation der Desoxyribonukleinsaéure vermindert ihre 
Farbbarkeit auf ‘/2s, die Farbbarkeit mit Pyronin steigt dagegen auf das 
Zwei- bis Dreifache. Ribonukleinséure und ihre Proteide und depolymeri- 
sierte Desoxyribonukleinsaure ergeben dabei ungefahr-denselben Farbton. 
Aus dem Grad des Farbbindungsvermégens werden also Schliisse auf den 
Gehalt und den Polymerisationsgrad der Nukleinséuren gezogen. In die- 
sem Zusammenhang sind auch die Arbeiten von Goldstein und Stern 
(1950) von Interesse, die zeigten, daft hochpolymerisierte Desoxyribonuklein- 
siuren in verdiinnter Lésung sowohl durch Erhitzung auf 89—100°, durch 
Schallwirkung nahe der Horgrenze in gleicher Weise wie enzymatisch durch 
Pankreasdesoxyribonuklease abgebaut wird. Weitere farberische Unklar- 
heiten wurden von Lison und Mutsaars (1950) bearbeitet. Sie unter- 
suchten die Wirkung der Natriumsalze der Desoxy- und Ribonukleinsaéure 
auf waRrige Loésungen der metachromatischen Farbstoffe Thionin und 
Toluidinblau. Geringe Mengen von Nukleinsaéuren zeigen dabei gleichartige 
Absorptionskurven wie typisch metachromatische Substanzen. Nuklein- 
siuren verursachen also typisch metachromatische Fiarbeergebnisse. Diese 
sind bei niedrigen Konzentrationen positiv (Verschiebung des Absorptions- 
maximums nach der kurzwelligen Seite), bei hdheren Konzentrationen nega- 
tiv metachromatisch (Verschiebung nach der langwelligen Seite). Es ergibt 
sich dadurch auch eine Erklarung der verschiedenen Farbung unterschied- 
licher Kerntypen mit metachromatischen Farbstoffen in mikroskopischen 
Praparaten. 

Diese etwas ausfiihrlichere Darstellung der chemischen Grundlagen, auf 
denen viele Fixations- und Farbeprozesse basieren, klart viele vermeintliche 
Divergenzen friiherer Untersucher auf. Wenn sich auch die Erkenntnis, daf 
Nukleolus und Kerngeriist verschiedene chemische Elementarbausteine ent- 
halten, schon vor langer Zeit durchgesetzt hat, so brachten doch erst die 
Forschungen der letzten Jahre die Gewifheit, dai nicht nur die Menge 
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von Ribonukleinsauren z. B. im Nukleolus und im Cytoplasma fiir 
die tatsachliche Farbbarkeit entscheidend ist, sondern dab 
auch der Polymerisationsgrad dieser Verbindung sowie wei- 
ter der Gehalt an Eiweiff'verbindungen das endgiiltige Resul- 
tai bestimmt. Daf fiir das Farbeergebnis auch die Vorbehandlung, vor 
allem die Fixierung, gerade mit Bezug auf die Darstellung nukleinsiure- 
haltiger Strukturen von essentieller Bedeutung ist, erhellen ebenfalls die 
vorherigen Ausfiihrungen. 

Basierend auf den Arbeiten von Pischinger (1926), hat Hahnel (1950) 
an Knochenmarkszellen den Ribonukleinsiuregehalt unter normalen und 
pathologischen Umstianden studieri. Entsprechend dem _ isoelektrischen 
Punkt (IEP) der Nukleoproteide farbt sich bei p, 4.9 mit Methylenblau nur 
der Nukleolus und das ribonukleinsiurehaltige Plasma der Knochenmarks- 
zellen. Es ist mit dieser MethodeJeicht nachzuweisen, da in den jungen 
und wachsenden Zellen gréRere:und ribonukleotidreichere Nukleolen zu fin- 
den sind als in reiferen Formen. L. Stockinger und Kellner (1952) 
versuchten diese Methode, die mit gepuffertem Farbstoff bei p, 4.9 arbeitet, 
auch fiir die Darstellung der Nukleolen der Lympho- und Monozyten des 
strémenden Blutes anzuwenden. Nach einer geringen Modifikation der 
Farbemethode (Farbung in 1%iger neutraler Farbstofflésung und Differen- 
zierung in Pufferlésung py, 4.9—5,0) gelang in einem sehr groften Prozent- 
satz auch in den Lymphozyten und in etwas geringerem Ausmaf auch in 
den Monozyten der sichere Nachweis der Nukleolen (Abb. 3). Diese Tatsache 
wurde von friiheren Untersuchern nur gelegentlich anderer Studien erwahnt, 
jedoch nie systematisch untersucht. Bei den gewohnlichen Farbungen wurde 
in den Lymphozyten meist iiberhaupt kein Nukleolus gesehen, da er durch 
das dichte Gefiige der Chromatinbalken verdeckt ist. Diese Darstellungen 
gewinnen deshalb besonderes Interesse, weil die physiologische Bedeutung 
der Lymphozyten noch immer nicht geklart ist und sich aus dem farberi- 
schen Verhalten des Nukleolus und des Plasmas sicherlich auch Sdhliisse 
auf ihre Funktion im Rahmen des Gesamtorganismus ziehen lassen. Unsere 
Untersuchungen in dieser Richtung sind noch nicht abgeschlossen, bestatigen 
jedoch die Annahme, daf es sich bei den Lymphozyten um Zellen handelt, 
die nicht nur passive, sondern auch aktive, produktive Eigenschaften be- 
sitzen. Doch will ich diesen Fragen, die die Funktion des Nukleolus betref- 
fen, hier nicht vorgreifen. 

Zur Vervollstandigung der chemischen Befunde, die den Zellkern bzw. 
den Nukleolus betreffen, sind auch Angaben iiber den Fermenigehalt vor 
allem fiir das Verstandnis der Funktion von grofter Bedeutung. Bei ge- 
wissen Darstellungsmethoden, bei denen das Zellgefiige zerstért und die 
einzelnen Fraktionen durch hochtourige Zentrifugierung getrennt werden, 
ist es nicht méglich, innerhalb der Zellkerne eine genauere Lokalisation 
der Fermente anzugeben. Nach Lang (1952) finden sich in den Zellkernen 
hauptsachlich jene Fermente, die mit der Synthese bzw. mit der Aufspal- 
tung von Eiweiftverbindungen, Nukleinsauren und Lipoiden zu tun haben. 
Vor allem also Kathepsin, Peptidasen, Desoxyribonuklease, Ribonuklease. 
Esterasen, Phosphatasen und Lipasen. Es fehlen dagegen im Zellkern die 
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verschiedenen Atmungsfermente bzw. alle an biologischen Oxydationen be- 
teiligten Enzymsysteme. Mit Farbemethoden wurden bisher hauptsachlich 
Phosphatasen untersucht und so auch innerhalb des Kernraumes genauer 
lokalisiert. Die notwendige Technik wurde von Gomori (1943, 1950) aus- 
gearbeitet. Auch hier sind die Ergebnisse scheinbar weitgehend vom Unter- 
suchungsmaterial abhangig. Brachet (1950) findet eine Parallele zwischen 
dem Phosphatasegehalt des Kernes und dem Desoxyribonukleinsaurestoff- 
wechsel. Die Lokalisation der sauren bzw. alkalischen Phosphatase wird 
von den verschiedenen Untersuchern divergent angegeben. Dies trifft vor 
allem fiir den Phosphatasegehalt der Chromosomen zu. Beziiglich des Nu- 
kleolus betont Bradfield 
(1950), daf® sich hier meist 
alkalische Phosphatase fin- 
det. Shimizu (1950) be- 
schreibt bei Studien iiber 
die Verteilung der Phospha- 
tase im Nervensystem eben- 
falls das regelmaRige und 
reichliche Vorkommen alka- 
lischer Phosphatase im Nu- 
kleolus der Ganglienzellen. 
Rabinowitsch (1949) un- 
tersucht die Verteilung der 
sauren Phosphatase und fin- 
det eine positive Reaktion 
entsprechend dem Vorkom- 
men des _ feulgenpositiven 
Materials. Die Nukleolen Abb. 6. Gehirn-Ratte. Phosphatase (saure). 
findet er frei von saurer Nukleolen deutlich pos. Vergr. 1300 : 1. 
Phosphatase. Meine eige- 

nen Beobachtungen beschranken sich auf eine relativ kleine Zahl von 
Objekten und Praparaten, die mir von Doz. Bejdl freundlicherweise 
zur Verfiigung gestellt wurden. Sie betreffen die Verteilung der sauren 
Phosphatase in den Zwischenzellen des Rattenhodens und im Rattengehirn. 
Sowohl in den Kernen der aktiven Zwischeuzellen, besonders schén aber 
in den Ganglienzellen gewisser zentraler Hirnbezirke und in den Kernen 
der Purkinjeschen Ganglienzellen findet sich eine positive Reaktion beim 
Nachweis der sauren Phosphatase (Abb. 6). 

Zuletzt soll auch noch die neueste, von Engstrém und Lindstrém 
(1949, 1950) ausgearbeitete Methode der Réntgenmikroradiographie Erwah- 
nung finden. Diese Methode erlaubt die Bestimmung der Lipoide, der 
Pentosennukleoproteide und weiterer Eiweifistoffe. Sie wurde von Hy- 
dén bisher hauptsachlich an Ganglienzellen angewendet. Im Gegensatz 
zu der UV-Absorptionsmethode wird hier die Masse des biologischen Ma- 
terials gemessen und auf ein bekanntes Referenzsystem bezogen. Bei 
8—10 A ist die Masse des biologischen Materials bezogen auf H, C. N und O 
proportional der Absorption der Réntgenstrahlen. Die Analyse wird da- 
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bei an frischen, unbehandelten Praparaten und weiter nach anschlieRender 
Extraktion und Enzymbehandlung durchgefiihrt. Die einzelnen Frak- 
tionen werden dabei in Gewichtsunterschieden mefbar. Zur Berechnung der 
absoluten Mengen ist weiter die Messung der Schnittdicken erforderlich. 
Die Abb. 7 zeigt Bilder eines derartigen Analysenganges. Bei a sehr 
starke, gleichmaftige Absorption der ganzen Zelle und ihrer Umgebung, 
bei b tritt die Zelle nach der Extrakiion der Lipoide durch ihre stark 
absorbierenden Ribonukleotide deutlich hervor. Bei c ist auch dieser 
Hauptanteil der Zellmasse entfernt und weitere Strukturdetails werden 
sichtbar. Fiir die eigentliche Nukleolenforschung wurde mit dieser Me- 
thode zwar m. W. noch kein gréferer Beitrag geleistet, doch bietet sie 
weitere Méglichkeiten der mikrochemischen Analyse. 





Abb. 7. Deitersche Ganglienzelle bei 8A aufgenommen (Réntgenmikroradiogra- 
phie). Erklarung siehe Text. (Nach H. Hyden, 1952.) 


Das Ergebnis der chemischen Untersuchung und der farberischen Dar- 
stellung des Nukleolus zeigt also: 


1. Die mengenmaftig wesentlichen Bausteine des Nukleolus sind Ribo- 
nukleinsdure und basische Eiweifsverbindungen. 


2. Die prozentuellen Anteile dieser Grundstoffe sind sehr schwankend 
und von der Funktion, dem Alter, der Zell- bzw. Gewebsart usw. abhangig. 


3. Das Ergebnis der farberischen Darstellung ist nicht nur von der Zu- 
sammensetzung, sondern auch weitgehend von der Vorbehandlung abhangig. 
Die Oxy- bzw. Basophilie ist also vom Uberwiegen der sauren bzw. basi- 
schen Komponenten abhangig. Durch die Vorbehandlung kann das Ver- 
haltnis beider durch teilweise Entfernung geandert werden. An Stelle der 
bisher gebrauchlichen Ausdriicke der Oxy- bzw. Basophilie sollte also 
besser der Begriff der relativen Oxy- bzw. Basophilie treten. 


4. Zu sicheren quantitativen Messungen ist vor allem die UV-Absorp- 
tionsmethode, weiter sicherlich aber auch die Réntgenmikroradiographie 
geeignet. Die erstere Methode kann sogar an lebenden Zellen durchgefiihrt 
werden, doch erleiden die Zellen durch die UV-Einwirkung sehr rasch irre- 
versible Schaidigungen (Zerfall und Depolymerisation der Nukleinsauren?). 





——=—=—_—__————S 
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5. Zur elektiven und raschen Darstellung der Nukleolen ist’ besonders 
die von Hahnel (1950) angegebene Farbung. mit gepuffertem Farbstoff 
bzw. die modifizierte Methode nach Stockinger-Kellner (1952) geeignet. 

6. Im Zellkern und besonders im Nukleolus findet sich eine Reihe von Fer- 
menten, deren Natur Hinweise auf die Funktion dieser Strukturen darstellen. 


Entstehungsart und Verhalten bei der Zellteilung 


Eine getrennte Behandlung dieser beiden wichtigen Punkte ist nicht 
mdglich, da die einzige Méglichkeit, das Verschwinden und Wiedererschei- 
nen des Nukleolus zu studieren und zu beobachten, nur der Vorgang bei 
der Zellieilung bietet. Ich méchte daher hier wieder vor die Besprechung 
der einschlagigen Literatur und vor die Erwahnung der historisch inter- 
essanten Kombinationen meine eigenen Beobachtungen bei der Zellteilung 
von Hiihnerfibroblasten in der Gewebekultur stellen. Diese Beobachtungen 
sind vor mir natiirlich von vielen Forschern und Untersuchern, die die 
Moglichkeit hatten, Teilungen lebender Zellen zu sehen, ebenfalls gemacht 
worden. Ihre Deutung war jedoch sehr verschieden. Diese an einer grofen 
Zahl von Zellteilungen wiederholten Beobachtungen wurden ausschlieflich 
mit Hilfe des Phasenkontrastverfahrens angestellt und teilweise auch im 
Film festgehalten. Der Nukleolus erscheint in der Ruhezelle in dem an- 
nihernd homogenen Kern als dunklerer Fleck, eventuell mit geringer zen- 
traler Aufhellung (Abb. 1, 8a). Der eigentliche Beginn der morphologi- 
schen Veranderungen, die zur Zellteilung fiihren, ist sehr schwer zu 
erkennen. Meist deuten nur geringe Veranderungen der Zelloberflache. die 
leichte Verplumpung und beginnende Retraktion der Zellfortsatze auf den 
Beginn dieses Vorganges hin. Durch Zuriicklaufen des Films ist es bei 
Zeitrafferaufnahmen jedoch méglich, auch diesen Zeitpunkt genau zu er- 
mitteln, und so kann man auch die ersten fast unmerklichen Reaktionen 
erfassen. Mit dem Manifestwerden der Oberflachenveranderungen der Zelle 
setzen auch im Kern morphologisch erfaBbare Umbauvorgiange ein. Seine 
optische Homogenitat verschwindet und der Kern erscheint ganz fein ge- 
kérnt. In diesem Stadium ist der Nukleolus noch recht gut zu erkennen 
und deutlich abzugrenzen (Abb. 8b). Die vorher nur schwach absorbieren- 
den Koérnchen werden zu Strangen und erscheinen nun im Phasenkontrast- 
bild dunkler, das heift ihre Lichtbrechung nimmt weiter zu. In gleichem 
Mae jedoch verliert der Nukleolus seine sichtbare Abgrenzung gegen die 
nun inhomogene, teilweise starker lichtbrechende Umgebung (Abb. 8c) und 
ist schlieRlich ganz verschwunden (Abb. 8d). Wichtig erscheint mir dabei, 
da diesem Verschwinden keine Verkleinerung oder sonstige Gréfen- 
verinderung vorausgeht, sondern dafi die ganze Kernkérperchensubstanz 
gleichmaftig verschwindet. In diesem Zeitpunkt wird auch die Kern- 
membran aufgelést und die Zelle tritt damit in das zweite Mitosestadium, 
die Metaphase, ein. Die Absorption der Faden nimmt dabei weiter zu, und 
es sind nun schon die einzelnen Chromosomen zu erkennen. Auch der 
zeitliche Zusammenhang zwischen dem Verschwinden des Nukleolus und 
der Verdichtung der Chromosomen ist meiner Ansicht nach von wesentlicher 
Bedeutung. Die nachstfolgenden Mitosestadien, die spite Metaphase und 
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Abb. 8. Nukleolen bei der Mitose. Erklarung siehe Text. Vergr. 1250 : 1. 


die Anaphase bieten fiir diese Beobaditungen keine wesentlichen Details. 
Mit dem Beginn der Telophase setzen jedoch wieder Veranderungen ein, 
die, jetzt rascher ablaufend, wieder unser volles Interesse beanspruchen. 
In der Anaphase waren die einzelnen Chromosomen bei ihrer Trennung 
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und beim Auseinanderriicken deutlich erkennbar. Schon wahrend der Ab- 
schniirung des Zelleibes ballen sich aber die einzelnen Faden wieder zu- 
sammen (Abb. 8 e) und bilden ein ,,Knauel“, dessen optisches Verhalten sich 
rasch andert. Die starke Absorption der Chromosomen verschwindet und 
geht mit einer gleichmaftigen Verdichtung des ganzen spiateren Kernraumes 
einher. In der spiten Telophase und beginnenden Rekonstruktionsphase 
finden sich nun genau dieselben Vorgange in umgekehrter Reihenfolge, wie 
sie vorher bei der Besprechung der Pro- und Metaphase geschildert wurden. 
Das Kniuelstadium der Telophase ist nur mehr undeutlich zu erkennen, 
und schon zu diesem Zeitpunkt treten wieder die Nukleolen als kleinere, 
stirker lichtbrechende Flecken meist in derselben Zah] und Form wie in der 
Mutterzelle auf (Abb 8/). Mit der deutlichen Abgrenzung des Kernraumes 
durch eine scharfe Kerngrenze wird der Kern immer homogener und die 
Kernkérperchen in seinem Inneren werden gréfer und deutlicher erkenn- 
bar (Abb. 8 g). Bei Beendigung der Rekonstruktionsphase, mit abgeschlosse- 
ner Wiederausbreitung der Tochterzellen also, sieht der Kern der Zelle ge- 
nau so aus wie in allen anderen Zellen, die keine Teilung durchgemacht 
haben (Abb. 8h). 

Selbstverstandlich kann man auch in fixierten und gefarbten Praparaten 
die einzelnen Phasen dieser Vorgange genau studieren. Die Lokalisation 
innerhalb des Kernraumes bzw. die Zuordnung der Gestaltungsvorgange zu 
einzelnen Chromosomen usw. ist im gefarbten Praparat sicherer und ein- 
facher, und es ist dabei auch die Beurteilung der Zusammensetzung der 
reagierenden Komponenten méglich. Um jedoch erneut die dynamischen 
Vorgiange in den Vordergrund zu stellen, habe ich die Lebendbeobachtung, 
die den Ablauf der Vorginge am deutlichsten demonstriert, hier an die 
Spitze dieser Untersuchungen gestellt. 

Doch nicht in allen Zellen verschwinden die Nukleolen wahrend der 
Kernteilung. G. Hertwig (1929) beschreibt zwei verschiedene Arten von 
Zellen, bei denen der Nukleolus auch nach der Auflésung der Kernmembran 
erhalten bleibt. Bei der einen Art, der hauptsachlich tierische Eizellen ange- 
héren, liegt der Nukleolus weitab von den Chromosomen.und der Spindel 
und wird bei der Teilung ins Zellplasma ausgestoRen und verfallt dort der 
Auflosung. Bei der anderen Art-(Protisten) findet sich die Nukleolarsubstanz 
in der Mitte der Kernspindel und erfahrt dort im Laufe der Teilung ent- 
sprechende Gestaliverainderungen, wird hantélférmig ausgezogen und zer- 
reiBt schlieBlich in zwei Teile,- die dann -die Nukleolen der Tochterzellen 
hilden. Mit diesen Beobachtungen wurde‘dén‘ Vermutungen, daf} die Nukleo- 
larsubstanz bei der Zellteilung die*Chromosomen oder die Spindelsubstanz 
bildet, nach Ansicht Hert wigs der reale Béden- énizogen. 

Von den ersten Veréffentlichungen, diesich mit der Entstehung des Nu- 
kleolus beschaftigen, ist die Ansicht Schwanns (1839) nur von histori- 
schem Inieresse. Er nimmt an, daf® sich die erste Bildung des Kernkérper- 
chens selbst nach Art eines Kristallisationsvorganges aus einer konzentrier- 
ten Fliissigkeit vollzieht. Aus den Kernkérperchen entsteht dann der Zell- 
kern und rundherum die Zelle. v. La Valatte (1866) beschreibt weiter eine 
Beobachtung von Pfliiger, der die Entstehung des Keimfleckes durch 
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Niederschlag im Keimblaschen direkt beobachtet hat. Er sah, daft sich die 
Eizelle mit dem Keimblaschen durch Abschniirung teilte und in den neuge- 
bildeten Keimblaschen ein neuer Keimfleck zum Vorschein kam. In diese 
Zeit fallen auch die Entdeckung der Mitose und der Geriiststruktur des 
Zellkernes. Zugleich beginnen nun auch die Versuche, morphologische Be- 
ziehungen zwischen den neuentdeckten Strukturen des Kernes und den Nu- 
kleolen herzustellen. 


Flemming (1882) berichtet iiber die sowohl von ihm als auch von Ret- 
zius (1881) gemachten Beobachtungen, daf nach der Zellteilung die neuen 
ee Nukleolen immer in 
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Abb. 9. Tochterkerne mit spiegelbildlich gleicher Zahl, Sheinen. 
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Kernstruktur in rela- 





Frage keine wesent- 
lichen neuen Gesichtspunkte. Wassermann (1929) faft den gréRten Teil 
dieser Ansichten zusammen, wenn er schreibt: ,, Direkte morphologische Bezie- 
hungen, welche manauf Grund der zuweilen zackigen Oberflache der Nukleolen 
und der aufergewohnlich nahen Beriihrung zwischen Chromatinfaden und 
Kernkérperchen vermutet hat, scheint es nicht zu geben. Er fiihrt als 
Griinde fiir diese Annahme die verschiedene Farbbarkeit und die freie Be- 
weglichkeit an. Nur der zeitlicdhe Zusammenhang der Bildung spricht da- 
gegen. Er schreibt jedoch weiter: .,... wenn man dann aber in gewissen 
Fallen sieht, wie in der Telophase die Nukleolen nicht nur in einer fiir die 
betreffende Tierart typischen Anzahl, sondern auch in konstanter Gréfe 
und sogar an bestimmiem Ort innerhalb der Tochterkerne wieder erscheinen, 
dann wird man in der Tat versucht sein, sich auch die Nukleolen gewissen 
Geseizmaftigkeiten unterworfen zu denken und ihr Verhalten mit den 
Chromosomen zu vergleichen.“ ,,...die Beobachtungen reichen jedoch nicht 
aus, eine Auffassung zu begriinden, die Anspruch auf Giiltigkeit haben 
kénnte. An einer anderen Stelle betont er dann noch einmal die absolute 
Symmetrie hinsichtlich Zahl, Lage, Gréfe und Form der jungen Nukleolen 
in den zusammengehdrigen Zellen (Abb. 9). Binder (1927) vermutete bei 
den Spermatogonien von Makropus giganteus Zusammenhinge zwischen ge- 
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wissen Chromosomenabschnitten und den Nukleolen, eine Ansicht,.die auch 
von einer Reihe weiterer Forscher jener Zeit postuliert, aber nicht gesichert 
werden konnte. Erst Heitz (1931) konnte mit Sicherheit den Nachweis 
erbringen, daf bei der Entstehung der Nukleolen gewisse Chromosomen- 
abschnitte mit im Spiele sind. Er zeigt dies in den folgenden Jahren zuerst 
an einer Reihe von pflanzlichen Objekten und weiter auch bei der Droso- 
phila (1933). Heitz folgert aus der Annahme, daf aus bestimmten Chromo- 
somen je ein Nukleolus entsteht, daff: 1. die Zahl der Nukleolen bei der- 
selben Zellart ebenso wie die Zah| der Chromosomen konstant ist; nur durch | 
sekundire Verschmelzung kann diese Zahl vermindert sein; 2. die Lage 
mehr oder weniger zellspezifisch ist. Er findet weiter regelmafig, daf 3. die 


PTA 


IN THE NUCLEOLUS-ASSOCIATED cmos) " 
APPEARS A NUCLEOLUS> 


NUCLEOLUS-ASSOCIATED CHROMATIN 


SUBSTANCE 
Abb. 10. Entstehungsschema des Nukleolus aus dem Chromozentrum. (Nach 
T. O. Caspersson, 1950.) 


Form der neugebildeten Nukleolen zuerst nach Art eines Ringes die achro- 
matische Stelle des Satellitenchromosoms umgibt und daft der Nukleolus 
erst spater seine Kugelform erhalt. Der Ort der Bildung ist demnach immer 
an sekundiren Einschniirungen der Satellitenchromosomen zu finden. 
Bauer (1935) stellt ebenfalls an den Riesenchromosomen der Dipteren 
Untersuchungen an und findet bei Chironomus Thumi Kiefer regelmafig 
vier Chromosomen. Nr. IV davon ist kleiner als die anderen und tragt den 
Hauptnukleolus sowie weitere kleinere, nukleolenartige Gebilde. Auch an 
den iibrigen Chromosomen findet er ahnliche Nebennukleolen. Helm (1934) 
bestatigt diese regelmaftigen Lagebeziehungen der Nukleolen zu den Chro- 
mosomen. MacClintock (1934) findet an Zea Mays die Bildung der 
Nukleolen durch die Aktivitét eines gut farbbaren Kérnchens innerhalb 
eines bestimmten Chromosoms, das sie ebenfalls als Satellitenchromosom 
benennt. Dieselben Ergebnisse zeitigten auch die Arbeiten von Geitler 
(1932, 1937) usw. Ries (1938) bezeichnet den Nukleolus als typisches 
Produkt des Ruhekernes, das sich wahrscheinlich von bestimmten Chromo- 
somenabschnitten ableiten aft. 

Caspersson (1950), Thorell (1947) und eine Reihe weiterer Forscher 
dieser Schule, vor allem auch Hyden (1952), beschreiben die Entstehung 
des Nukleolus sowohl bei den embryonalen und jugendlichen als auch bei 
den ausgereiften Zellen aus den feulgenpositiven Chromozentrum (Abb. 10). 
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Die morphologische Definition des Nukleolus, die eingangs aufgestellt wurde, 
erscheint nach dieser Auffassung etwas zu allgemein gehalten. Caspersson 
(1950) bezeichnet meist nur den zentralen Hauptteil der mehr oder weniger 
Ribonukleinsadure enthaltenden diaminosauren Proteide als Nukleolus und 
findet regelmafig an ihrer Oberflaiche das aus dem Chromozentrum stam- 
mende ,,nucleolus-associated chromatin”. Die gegebene morphologische De- 
finition umfaRt in den meisten Fallen natiirlich beide Anteile, die ja nur 
farberisch oder mikrospektrographisch nach Enzymwirkung unterschieden 
werden kénnen. Hyden (1952) hat diese Untersuchungen hauptsachlich an 
Nervenzellen angestellt. 

Seitdem wurden diese Befunde in einer grofen Zahl weiterer Arbeiten 
bestatigt und erweitert. Besonders die Anwendung der Ausstrichtechnik 
brachte auch bei hoher organisierten Tieren weitere Ergebnisse. Schultz 
und Lawrence (1949) entdeckten so in den Pachyten-Chromosomen des 
Menschen ein besonders regelmaéRiges Nukleolarchromosom und versuchten 
eine Klassifizierung seiner Bestandteile (Abb. 11). Barigozzi und Fetelig 
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Abb. 11. Schematische Skizze eines menschlichen Nukleolar-Chromosoms. Beider- 
seits des Nukleolus finden sich relativ grofe Chromomeren. (Nach J, Schultz und 
P. St. Lawrence, 1949.) 


(1950) fanden auch bei der Frau in den epithelialen Zelles., die in den 
Vaginalschleim abgestolien werden, ahnliche nukleolusbildende Autosomen. 
Godward (1950) findet bei Spirogyra ein nukleolusbildendes Chromosom, 
von dem heterochromatische Abschnitte innerhalb des Nukleolus liegen und 
in der Telophase den Nukleolus bilden. Tuzet und Mariaggi (1950) 
finden bei der Schnecke Physa acuta ein nukleoligenes Chromosom bei der 
Samenbildung. Brues, Rietz, Sayre und Tracy (1949) stellten licht- 
und elektronenmikroskopische Untersuchungen nach Kolloidmiihlenextrak- 
tion der Chromosomen aus Kalbsthymus, Rattenorganen und Leukamieblut 
an. Sie finden dabei Chromosomen mit daran hangenden Nukleolen. Uberall 
in der Welt sind Wissenschaftler am Werk, weiter derartige Einzelbau- 
steine zusammenzutragen, und es ist gerade bei dieser Frage heute unmég- 
lich, der so enorm angewachsenen Literatur absolut gerecht zu werden. 

Das Verhalten der Nukleolen bei der Amitose ist weniger problematisch, 
und es liegen iiber diese Vorgange auch nicht sehr viele Beobachtungen vor. 
Wassermann (1929) fait diese Angaben zusammen. Ihr Ergebnis ist, 
daf man in den meisten Fallen vor der eigentlichen Amitose eine Streckung 
und Teilung des Kernkérperchens beobachten kann. Die basophile AuRen- 
schicht der Nukleolen verdichtet sich dabei an beiden Polen. Erst nach ab- 
geschlossener Teilung des Kernkérperchens teilt sich dann auch der Kern. 
Neben diesen gesicherten gibt es auch eine Reihe von zweifelhaften Beob- 
achtungen. Einerseits Teilungen von Nukleolen ohne nachfolgende Teilung 
des Kernes und der Zelle, anderseits Teilungen des Kernes ohne voraus- 
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gegangene Teilung des Nukleolus. Haufiger scheint jedenfalls die erstge- 
nannte Nukleolenabschniirung mit nachfolgender Kernteilung zu sein. In 
leizter Zeit findet Pflugfelder (1948) bei der Follikelepithelzelle von 
Gerris mayas zuerst eine Streckung und Teilung des Nukleolus mit nach- 
folgender Teilung des Zellkernes. Bucher (1947) studierte die amitotischen 
Vorginge in Gewebekulturen von Bindegewebezeilen und fand ebenfalls 
Teilungsbilder von Nukleolen. Besonders nach der Behandlung der Kulturen 
mit Colchizin finden sich nach seinen Angaben reichlich derartige Teilungs- 
stadien. 


Meiner Erfahrung nach findet man fast in jeder Bindegewebekultur 
hantelférmig ausgezogene Nukleolen (Abb. 8 a), die bei fliichtiger Unter- 
suchung wie Teilungsbilder imponieren. Wiederholte, iiber mehrere Stun- 
den dauernde Beobachtung und Filmaufnahmen konnten jedoch bisher bei 
meinen Untersuchungen noch nie einen derartigen Abschniirungsvorgang 
exakt zur Ansicht bringen. Auch den Ablauf von Amitosen habe ich noch 
nie selbst beobachtet, obwohl in der einschlagigen Literatur einzelne der- 
artige Beobachtungen beschrieben sind. Wohl findet man manchmal Zu- 
standsbilder, die nur eine Deutung in diesem Sinne zulassen (Abb. 1 c). Auf 
alle Falle méchie ich an dieser Stelle vor einer zu grofziigigen Auswertung 
der oft sehr verfiihrerischen Bilder von fixierten Zellen warnen. Dies gilt 
sowohl fiir die Nukleolenbilder als auch fiir die Amitosen. 


SchlieBlich soll hier noch ganz kurz auf die chemischen Umbauvorginge 
eingegangen werden, die sich wahrend der Einleitungsperiode der Mitose 
abspielen. Le‘tré (1950) hat die Ergebnisse seiner diesbeziiglichen Arbeiten 
und die einscilagige Literatur sehr iibersichtlich und auch fiir den Nicht- 
chemiker verstandlich zusammengefaft, und ich brauche hier nur seine An- 
gaben auszugsweise wiederzugeben. Die absolute Menge an Thymonuklein- 
siure ist nach Mirsky und Boivin pro Zelle bei einer Tierart konstant. 
Bei der Zellteilung mul diese Menge daher zunachst verdoppelt werden. 
Die Verdoppelung der Thymonukleinséuremenge geht, da die neuzubilden- 
den Chromosomen und die ganzen Tochterzellen auch noch weitere Bausteine, 
vor allem Proteine, enthalten, mit einer Vermehrung dieser Komponenten 
parallel. Brachet hat weiter festgestelli, daR die Gesamtmenge an Nu- 
kleinséuren wahrend der Entwicklung des Seeigeleies konstant bleibt. Die 
Vermehrung der Thymonukleinsadurebausteine vor der Teilung miifte also 
auf Kosten der Ribonukleinsaiure gehen. Die empfindlichste Phase der Zellen 
gegen aufere Einfliisse ist nun die Zeit, in der einerseits dieser Umbau- 
vorgang stattfindet und anderseits die Desoxyribonukleotide an den Chro- 
mosomen polymerisiert werden. Derselbe Vorgang vollzieht sich in gegen- 
sinniger Anordnung nach Abschluf der Chromosomenteilung. 


Wenn wir nun das morphologische Verhalten des Nukleolus zu diesen 
chemischen Umbauvorgangen in Beziehung bringen, so fall auf, da&+das 
Verschwinden des Nukleolus mit der stofflicien Verdichitung und wahr- 
scheinlich auch mit der Zunahme der Desoxyribonukleotide zusammenfallt: 
Umgekehrt zeigt die Beobachtung der Rekonstruktionsphase, da zur Zeit 
des Wiedererscheinens des Nukleolus noch einzelne Chromosomen bzw. 








392 L. Stockinger 


Chromosomenteile gut sichtbar sind. Sie verschwinden erst bei der lang- 
samen Gro@enzunahme der Nukleolen der Tochterzellen. 

Die Untersuchungen zahlreicher Forscher in aller Welt sowie die eigenen 
Beobachtungen beziiglich der Entstehung des Nukleolus und seines Verhal- 
tens bei der Zellteilung fiihren zu folgendem Ergebnis: Das oder die Kern- 
kérperchen treten bei den meisten Zellen wahrend der Telophase auf und 
lassen hiaufig Lagebeziehungen zu gewissen Chromosomenabschnitten er- 
kennen. Es handelt sich dabei meist um Chromosomenteile, die auch wah- 
rend der Interphase sichtbar bleiben und den Heterochromosomen mancher 
Dipteren entsprechen. In manchen Fallen ist ein bestimmtes nukleoligenes 
Chromosom identifiziert worden, das als Heterochromosom auch fiir die 
Geschlechtsbestimmung verantwortlich ist. Unter gewissen Bedingungen 
kann auch an weiteren Chromosomenabschnitten Nukleolarchromatin gebil- 
det werden. Heberer (1927) findet bei seinen Untersuchungen iiber die 
Idiomerie in den Forschungsmitosen von Cyclops viridis die Ausbildung 
von Nukleolen in jedem Idiomer. Erst nach der dichteren Lagerung der ein- 
zelnen Kernblaschen kommt es zur Ausbildung von zwei gréferen, schein- 
bar dem Gesamtkern entsprechenden Kernkérperchen. Bei der Amitose 
wurde manchmal eine der eigentlichen Kern- und Zelldurchschniirung vor- 
angehende Teilung des Nukleolus beobachtet. Die Hauptbestandteile der 
Kernkérperchen erleiden scheinbar bei der Mitose einen chemischen Umbau 
und werden zum Aufbau der Chromosomen verwendet. 


Die Funktion des Nukleolus in der unbeeinfluBten Zelle 


Dieses Thema ist wohl das umstrittenste in der ganzen Reihe der Dis- 
kussionen, die durch die gut sichtbare und regelmafige Struktur ausgelist 
wurden. Nach ihrer Entdeckung sprach Schwann (1839) den Nukleolen 
die zentrale Rolle bei der Kern- und Zellbildung zu. Diese Meinung wurde 
in dieser Form bald widerlegt, und die folgende Periode sah ihre Aufgabe 
mehr in der Feststellung der Form, Zahl und Farbbarkeit (Auerbach 
1890) sowie in vergleichenden Untersuchungen bei verschiedenen Tierarten 
(la Valette 1866). Bemerkenswert sind in dieser Zeitperiode auch die Unter- 
suchungen R. Hertwigs (1876), der schon damals auf die dominierende 
Rolle des Nukleolus bei der Kernfunktion hinwies. Die Entdeckung der in- 
direkten Kernteilung brachte auch fiir die Erforschung der Nukleolen neue 
Aspekte und Fragen. Vor allem drangte sich sofort die auch heute noch 
umstrittene Frage auf, ob der Nukleolus das Material fiir die sich bildenden 
Chromosomen liefert. Fiir die Entscheidung dieser Frage war zunachst die 
wiederholt geforderte eindeutige Definition des Begriffes Voraussetzung. 
Flemming (1882) léste dieses Dilemma, indem er die Strukturen, die 
wahrend der indirekten Zellteilung verschwinden, als echte Nukleolen, die 
anderen dagegen. die in die Chromosomen iibergehen, als Netzknoten be- 
zeichnete. Diese beiden Anteile unterscheiden sich, wie schon oben ange- 
fiihrt, sowohl beziiglich ihrer Farbbarkeit als auch ihres mikrochemischen 
Verhaltens. Die echten Nukleolen wurden auch als Plasmosomen (Ogata 
1883), die anderen als Karyosomen (Ogata 1883) oder Chromatinnukleolen 
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(Montgomery 1899) bezeichnet. Auch die Kombination beider Arten wurde 
schon vorher erwahnt. Flemming (1882) bleibt in dieser Frage aber sehr 
vorsichtig, indem er feststellt: ,,...das eben besprochene Verhalten der Nu- 
kleolen bei der Zellteilung zeigt, daft ihre Substanz oder doch ihre Haupt- 
masse bei derselben Lebenserscheinung mitzuspielen hat wie das Chroma- 
tin der Geriiste. Daraus lat sich aber weder schlieRen, dafi beide Substan- 
zen lediglich zwecks Mitwirkung bei der Zellteilung da waren, noch lat 
sich anderseits schlieffen, daff Nukleolen und Chromatin der Geriiste iiber- 
haupt beide ganz die gleiche Funktion im Kern haben miiften.“ 

In der Folge wird von den meisten Forschern eine stoffliche Beteiligung 
der Nukleolen an der Bildung der Chromosomen abgelehnt. Strasburger 
(1875) stellte weiter die Behauptung auf, daf sie zur Bildung der Spindel- 
fasern herangezogen wiirden. Die wiederholt beobachtete Persistenz des 
Nukleolus bis ins spate Metaphasestadium und dariiber hinaus ware in- 
dessen ein Grund, eine Verallgemeinerung dieser Behauptung abzulehnen. 
Die Verschiedenheit der chemischen Bausteine ist jedoch noch mehr aus- 
schlaggebend in der Gegenargumentation. Weiter wird versucht, den Nu- 
kleolus mit dem Stoffwechsel der Zelle und besonderes des Zellkernes in 
Zusammenhang zu bringen. Teilweise wird dabei die Nukleolussubstanz als 
Exkret gedeutet. Hicker (1899) beschreibt die Nukleolen oder Kernkérper- 
chen als Abspaltungs- oder Zwischenprodukte des Stoffwechsels, die wah- 
rend der vegetativen Tatigkeit der Zelle zur Abscheidung gelangen und 
als eine Art Sekret in geléster oder ungeléster Form in das Zellplasma iiber- 
treten. Andere dagegen glauben, daf es sich dabei um Sekretstoffe handelt, 
die an das Zellplasma abgegeben werden, um dort noch weitere Aufgaben 
zu erfiillen (Stieve 1921, Jorgensen 1913, Saguchi 1927). Die vorher 
beschriebene Abgabe ganzer Nukleolen wird ebenfalls als Sekretionsvorgang 
und damit als Beweis fiir diese Theorie gedeutet. Heidenhain (1907) be- 
tont die auffalligen Beziehungen zwischen den Prozessen der Assimilation 
und der Vermehrung der Nukleolarsubstanz. Auf Grund seiner umfang- 
reichen experimentellen Erfahrungen erklart er dieses Verhalten wie folgt: 
Beim Kernwachstum wird aus dem Zellplasma eiweifreiches, phosphorarmes 
Nukleoalbuminat aufgenommen. Im Kern erfolgt ein chemischer Umbau, 
wobei die Phosphornukleinséurenanteile zum Aufbau der Chromosomen 
verwendet, die Eiweiffanteile dagegen im Nukleolus gespeichert werden. 
Wenn auch diese Hypothese in ihrer urspriinglichen Form widerlegt wurde, 
so weist sie doch bereits in eine Richtung, die heutzutage den Nukleolus in 
stoffliche Beziehungen zum Eiweilstoffwechsel der Zelle bringt. SchlieBlich 
ist auch noch die von A. Mayer (1918) aufgestellte Hypothese, da der 
Nukleolus Reservestoffe fiir das Kernwachstum enthilt, fiir unsere weiteren 
Betrachtungen von Interesse. Er geht dabei so weit, daff er die Substanz 
der Nukleolen als isolierte Fremdkérper im Kernraum bezeichnet. In der 
Pflanzenwelt halt er die Nukleolen ebenfalls in morphologischer, biologi- 
scher und chemischer [insicht fiir gleichartig und fiir nicht lebenswichtig. 
Die Auflésung bei der Kernteilung hat seiner Meinung nach nur den Zweck, 
bei der Ausbildung und Bewegung der Kernteilungsfigur keine Stérung zu 
bewirken. Aus Versuchen seines Schiilers Kiehn (1917) leitet er die Be- 
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hauptung ab, daft die Nukleolen nicht lebenswichtig sind. Kiehn stellte 
fest, da Zellen, aus denen durch rasche Zentrifugierung der Nukleolus ent- 
fernt wurde, weiterleben. 

Fiir die funktionelle Betrachtung sind weiter die zahlreichen Unter- 
suchungen aufschlufreich, die einzelne Funktionsstadien oder ganze Funk- 
tionszyklen betreffen. Schon Zacharias (1885) beschreibt Gestaltsverande- 
rungen der Kernkérperchen beim Altern im Sinne einer Verkleinerung 
bis zum schlie@lichen Verschwinden. Zu ahnlichen Ergebnissen sind spiiter 
noch eine Reihe von Untersuchern gekommen. O. Hartmann (1921) 
beschreibt den Einflu8 von Temperaturveranderungen. Kalte bewirkt da- 
bei eine Vermehrung, Warme dagegen eine Verminderung der Nukleolar- 
masse. Tischler (1922) schliet aus dem raschen Verbrauch bei erhéhter 
Temperatur, das heift bei erhéhtem Stoffwechsel, auf die Reservestoff- 
natur. 

Durch die Zusammenstellung der Einzelbeobachtungen lief sich immer 
mehr ein gemeinsamer Nenner fiir alle Zellen mit auffallig grofen Nu- 
kleolen nachweisen. Einerseits waren es lebhaft wachsende Zellen, z. B. 
Eizellen, die wahrend ihrer Entwicklung ein besonderes Verhalten des 
Nukleolus erkennen liefen, anderseits waren es lebhaft tatige, meist se- 
zernierende Zellen, die ein ahnliches Verhalten zeigten. Mit der genaueren 
Kenntnis der chemischen Bausteine des Kernkérperchens durch die Arbeiten 
von Caspersson und seiner Schule sowie durch die Methoden von Bra- 
chet usw. war es nun auch méglich, Zusammenhange zwischen diesen 
Kernbestandteilen und gewissen Eigenschaften des Zellplasmas nach- 
zuweisen. Schon die Definition Thorells (1947) nimmt Bezug auf die 
Funktion: ..A nuclear organella in generating metazoon-cells which con- 
sists mainly of ribonucleic acid and also protein substances abundant 
in diamino acids.“ Aus der grofen Zahl der Arbeiten der Schule 
Caspersson (1950), die sich die Untersuchung dieser Zusammenhange 
zum Ziel setzt, méchte ich zunachst die Untersuchungen Thorells (1947) 
iiber die Bildung der Blutzellen heranziehen. Er schreibt in seiner Zu- 
sammenfassung u. a.: ,,...the new formation of cellular proteins during 
hematopoesis takes place at an early stage of development in presence 
of high concentrations (>5%) of ribose polynucleotides in the cytoplasm 
and nucleolar apparatus. During blood cell maturation the ribose poly- 
nucleotide-containing nucleolar mass and the concentration of cytoplasmic 
polynucleotides decrease continously to 0+0.5% parallel with a de- 
clining activity of the cell.“ Er sagt dann weiter: ,,...the decreasing 
growth activity of the individual blood cell during maturation is regulat- 
ed by a definite part of chromatin, which during the interphase, can be 
defined as the nucleolus-associated chromatin.“ Alle Zellen mit lebhafter 
Funktion, sei es im Sinne der Vermehrung ihrer eigenen Masse oder im 
Zuge der Sekretion, zeigen also eine Vermehrung von Ribonukleinsaure 
und gewissen Eiweiftbausteinen im Nukleolus und im Cytoplasma. Inner- 
halb des Kernes ist mit der eigentlichen Nukleolarsubstanz fast in allen 
Fallen etwas feulgenpositives Material, das sog. nucleolus-associated 
chromatin verbunden, das als Regulationsapparat fiir den ganzen eiweif- 
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hildenden Apparat der Zelle bezeichnet wird. Derartige Zusammenhinge 
wurden, wie vorher kurz erwahnt, auch von den alteren Untersuchern als 
Arbeitshypothese angenommen. Das besondere Verdienst von Caspers- 
son und seinen Mit- 
arbeitern ist es jedoch, 
durch die UV-Absorp- 
tionsmethode neben der 
qualitativen auch quan- 
titative Unterlagen fiir 
das Studium dieser Vor- 


gange geschaffen zu 
haben. 


Eine gewisse Son- 
derstellung nehmen un- 
ter allen untersuchten 
Zellen neben den Ei- 
zellen die Nervenzellen 
ein. Die Tatsache, daft 
die  Teilungsfahigkeit 
den (ausgebildeten)Gan- 
glienzellen mangelt, be- 
deutet, daft diese Zellen 
nicht, wie dies bei fast 
allen anderen Ké6rper- 
zellen der Fall ist, wah- 
rend des Lebens immer 
wieder durch neue er- 
setzt, also gemausert 
werden, sondern dal 
sie als Individuen er- 
halten bleiben. Diese 
Forderung ergibt sich Abb. 12. Neuroblasten im Bereich der Neuralrinne 
nicht nur aus dem kom- eines menschlichen Embryos mit vier Urwirbelpaaren. 
plizierten Bau und den Embryo Ct der Sammlung des Histol. Embryol. Inst. 
Funktionen bei der Er- d. Univ. Wien. Fiarbung Heidenhain. Vergr. 1300: 1. 
regungsleitung, sondern Heberer, G., 1927: Z. mikr. anat. Forschg. 10. 
vor allem auch von seiten 
ihrer konservierenden Aufgabe von Sinneseindriicken, also der Gedachtnis- 
funktion. Die laufende Regeneration mu an der funktionierenden Zelle 
durchgefiihrt werden. Zu dieser funktionellen Sonderstellung kommt der 
auffallige morphologische Befund der meist sehr gut sichtbaren und ab- 
grenzbaren Nukleolen. Nach den Angaben von C. Vogt und O. Vogt 
(1947), die sich auf Levi bzw. Cajal berufen, treten in den Nervenzellen 
bzw. ihren Stammzellen erst zur Zeit der Umwandlung von Neuroblasten 
in Ganglienzellen Nukleolen auf. Nun ist der Zeitpunkt dieser Umwand- 
lung recht ungenau fesigelegt. Zur Uberpriifung dieser Befunde habe ich 
daher in Schnitiserien menschlicher Embryonen verschiedener Entwick- 
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lungsstadien die einzelnen Kernbilder naiher untersucht. Dabei lief sich 
einwandfrei feststellen, da® sogar in den Zellen der Neuralrinne die grofen 
Kerne bei stark regressiver Farbung mit Heidenhains Hamatoxylin 
gut erkennbare Strukturen aufweisen, die nur als Nukleolen gedeuitet 
werden kénnen (Abb. 12). Caspersson, Landstrém und Wohlfahrt 
(1941) stellten zuerst Messungen des Ribonukleotidgehaltes der Nissl- 
kérperchen an und brachten den Beweis fiir ihren funktionellen 
Zusammenhang mit der Nukleolarsubstanz. In einer Reihe weiterer Ar- 
beiten wird das Verhalten der Nukleolarsubstanz bei adaquater Reizung 
des zugehérigen Neurons beschrieben.. Bei Regenerationsprozessen nach 
Durchschneidung des zugehérigen Axons ist zuerst eine Abnahme des Nu- 
kleolusvolumens und ein Verschwinden der Nissl-Schollen festzustellen, 
und erst nach einigen Wochen kommt es nach Vergréferung des Nukleolar- 
apparates zu einer gesteigerten UV-Absorption bei 2600A an der Ober- 
flache des Zellkernes und zum Neuauftreten von Nissl-Schollen im Plasma 
(Hyden 1952). Derselbe Autor beschreibt in weiteren Untersuchungen 
vor allem an Spinalganglienzellen von Lophius piscatorius einen vom 
Kernkérperchen gegen die Kernmembran gerichteten Strom von Ribo- 
nukleotiden. 

C. Vogt und O. Vogt (1947) bringen in ihrer. schon wiederholt zi- 
tierten Betrachtung iiber die Lebensgeschichte, Funktion und Tatigkeits- 
regulierung des Nukleolus ebenfalls hauptsachlich Untersuchungsergeb- 
nisse, die an Ganglienzellen gewonnen wurden. Von dieser Warte aus 
erklaren sie: ,,Wir sehen daher im Nukleolus der Nervenzelle eine Orga- 
nelle des akinetischen Zellkernes.“ Das Verschwinden bei der Mitose wird 
so erklart, dafi der Kern die Bildung der Nukleolarsubstanz einstellt und 
der vorhandene Bestand aufgebraucht wird. Auch halten sie das Stu- 
dium der Hirnzellen fiir die Erforschung der Nukleolusfunktion fiir be- 
sonders geeignet; die Griinde dafiir sind u. a. einerseits die gute Farb- 
barkeit und konstante Gréfe bei gleichbleibender Funktion, anderseits 
das Fehlen der Zellteilungen und schlieflich ihr gehauftes und von anderen 
Zellen abgesondertes Vorkommen. Sie bestatigen ebenfalls die Gréfen- 
veranderungen wahrend verschiedenen Lebensperioden. Unter normalen 
Verhaltnissen finden sie in den verschiedenen Lebensphasen die Gréfe 
der Nukleolen einer Nervenzellart auferordentlich konstant. Jede Ab- 
weichung in der Gréfe sowie im Bau (Starke der Farbbarkeit, Vakuolen- 
bildung) weist auf stairkere Modifikationen des Zellebens hin. Weiter 
bestiatigen sie ,,wichtige zeitliche und mengenmafige Beziehungen zwischen 
Nukleolus und Nissl-Substanz*. Weiter: ..Der Nukleolus entwickelt sich 
vor der Nissl-Substanz und kann auch nach vollstandiger Tigrolyse noch 
funktionstiichtig sein.” .,Die Tatigkeit des Nukleolus wird durch die Ab- 
nahme des Tigroids angeregt.* Besonderes Augenmerk wenden sie der 
Vakuolenbildung im Nukleolus zu und kommen dabei zu folgenden Er- 
kenntnissen: Jeder temporaren Nukleolenvergréferung geht eine ge- 
steigerte Vakuolenbildung parallel. Sie finden dafiir sowohi in der Zelle 
gelegene als auch exogene Bedingungen. Als endogene Bedingungen be- 
zeichnen sie jede gesteigerte Tigrolyse, bei den Riesenpyramidenzellen 
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verschiedene pathologische Zustinde, exogen bedingt z. B. das bei syphi- 
litischer Pseudohypertrophie der unteren Olive vor der monstrésen Ver- 
gréRerung der Nervenzellen beobachtete Auftreten derartiger Vakuolen. 
Ahnlich deuten sie dasselbe Verhalten bei der Hyperchromatose und Py- 
knose des Zellkernes. Zur Erklarung der konstanten Mengenbeziehungen 
zwischen Tigroid und Nukleolus nehmen sie einen intrazellularen Regu- 
lationsmechanismus an; einerseits lést eine zu groRe Menge von Tigroid 
eine Hemmung, anderseits eine zu geringe Menge eine Steigerung der 
Nukleolustatigkeit an. In ahnlichem Sinne wird auch die Hyperchromatose 
als Hilfsregulation von seiten anderer Chromosomenabschnitte erklart. 
Ubergeordnet diesem mehr autonomen Regulationsmechanismus nehmen 
sie ein weiteres Steuerungszentrum an, das sie in die Chromosomen selbst 
lokalisieren und iiber die Randkérperchen wirken lassen. 

Eine ganz andere Aufgabe schreibt Pischinger (1950) unseren Kern- 
strukturen zu. Doch dazu ist es notwendig, auf die von Pischinger 
verwendete Nomenklatur etwas naher einzugehen. Er findet in den von 
ihm untersuchten Zellen wohl ein einheitliches Verhalten der in Frage 
stehenden Gebilde sowohl hinsichtlich Zahl und Form, jedoch vermift er 
die immer wieder geforderte und beschriebene Oxyphilie der echten Nu- 
kleolen und er bezeichnet daher die bei seiner Technik basophilen Kérn- 
chen in den Zellkernen als Karyosomen.’ Nach den chemischen Erlaute- 
rungen, die in den vorangehenden’ Abschnitten’ meiner Arbeit wieder- 
gegeben sind, ist es nicht allzu schwer, die Ursache fiir dieses Verhalten 
zu finden, die Pischinger selbst in der besonderen Fixierung und Far- 
bung vermutet. Weiter soll auch noch auf das von ihm beschriebene ver- 
mehrte Auftreten von .,Chromatinkérnchen“ bei der Fixierung frischer 
Leberstiickchen in sauren Lésungen hingewiesen werden. Diese Neubildun- 
gen lassen sich unschwer auch in lebenden Zellen hervorrufen, und ich 
glaube sie mit Recht mit der schon wiederholt zitierten Hyperchromatose 
identifizieren zu diirfen. Pischinger erklart nun dieses Verhalten wie 
folgt: ,,...daf die Neubildung von Chromatinkérperchen im Kern und 
die Steigerung des Farbbindungsvermégens der Ausdruck bzw. das Mittel 
zur Erhaltung der fiir die Funktion der Zelle nétigen elektrostatischen 
Spannungen ist, indem dadurch ‘bei einem exogen bedingten Absinken 
der Potentiale (sowoh] Redox- wie Ionenpotentiale) neue Strukturen mit 
hochaktiven Oberflachen geschaffen werden.“ Im Gegensatz zu den ge- 
wohnlich im Kern vorhandenen primaren werden diese Chromatinkérn- 
chen als sekundire bezeichnet. Beide werden von ihm als Potentialregu- 
latoren des Kernes gedeutet. 

Auch Unna (1927) schreibt den Nukleolen im Rahmen des Sauerstoff- 
haushaltes der Zelle eine integrierende Rolle zu, wenn er sagt: .,Es liegt 
ein tiefer biologischer Sinn in dem Umstande, daf auch an die zentralste 
Stelle der Zelle, in das Kernkérperchen, ein Sauerstoffspeicher in Form 
eines Globulinkiigelchens hinverlegt ist, dem von seiner Nukleinhiille be- 
standig etwas aktivierter Sauerstoff zuflie&t. Das Kernkérperchen, dessen 
besondere Funktion bisher unbekannt war, obgleich schon Flemming 
seine Sondernatur unter den Chromatinkérnern behauptete, ist in der 
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tierischen Zelle ein nie fehlendes Reservedepot des Sauerstoffes, gleichsam 
ein eiserner Bestand desselben.”’ Diese Behauptungen haben zwar eine sehr 
lebhafte Kritik ausgelést und wurden in dieser Form allgemein abgelehnt, 
doch haben sie mit: den Ergebnissen von Pischinger die Annahme der 
chemischen bzw. elektrostatischen Aktivitat dieser Kernstrukturen gemein- 
sam. Vor der Darlegung meiner eigenen Ansichten méchte ich noch einige 
eigene und in der Literatur beschriebene Ergebnisse anfiihren. 


Verhalten bei der Vitalfarbung 
und bei verschiedenen anderen experimentellen Eingriffen 


Meine eigenen Erfahrungen iiber die Vitalfarbung beziehen sich haupt- 
sachlich auf Versuche mit Akridinorange an Gewebekulturen (Stockin- 
ger 1952). Dieser fluoreszierende Farbstoff la&t auch die Anwendung von 
Konzentrationen zu, die bei anderen Farbstoffen noch unter dem Wahr- 
nehmbarkeitsbereich liegen. Farbstoffkonzentrationen, die noch keine Scha- 
digung der Zelle bewirken, erzielen bereits eine gut erkennbare Vital- 
farbung des Kernes, in dem sich auch der Nukleolus deutlich unterscheiden 
laRt. Im Hellfeld ist es jedoch schwer, den Grad der Speicherung des 
blafgelblichen Farbstoffes zu beurteilen, bei dem zum Studium der morpho- 
logischen Veranderungen angewendeten Phasenkontrastverfahren gerade- 
zu unmdglich. Im Fluoreszenzbild ist bereits bei Konzentrationen von 
1: 1,000.000 eine homogene, blafgelb-griinliche Farbung des Kernes und 
eine etwas intensivere gelborange Fluoreszenz der Nukleolen feststellbar. 
Bei héheren Farbstoffkonzentrationen treten sowohl im Zelleib als auch im 
Kern sehr wesentliche Veranderungen auf. Da hier nur die Kernverande- 
rungen von Interesse sind, soll auf diese naher eingegangen werden. Wie 
schon vorher erwadhnt, wurde versucht, mit Hilfe der Fluoreszenz den 
Grad der Farbstoffaufnahme abzuschatzen, wahrend die morphologischen 
Veranderungen phasenkontrastoptisch festgestellt wurden. Die Steigerung 
der Farbstoffkonzentration bis 1: 100.000 und dariiber bewirkt neben den 
an anderer Stelle ausfiihrlich beschriebenen Reaktionen der Zelloberflache 
und der Zelleinschliisse zwar quantitativ geringere. doch ebenfalls sehr 
auffallige Reaktionen des Kernes. Zuerst verdichtet sich seine Oberflache, 
und aus der urspriinglichen Grenzlinie zwischen Kern und Plasma wird 
eine Kernmembran im morphologischen Sinne. Die Lichtbrechung des Nu- 
kleolus wird ebenfalls etwas starker, und manchmal treten auch vermehrt 
Vakuolen innerhalb der Nukleolarsubstanz auf. Dann kommt es mit zu- 
nehmender Verdichtung zu einer Verkleinerung des Kernkérperchens und 
des ganzen Kernes. Diesen Vorgangen geht eine weitere, vermehrte Farb- 
stoffaufnahme parallel. Zuletzt erreicht der Kern, der im Fluoreszenzbild 
orangerot leuchtet und pyknotisch ist, seinen reaktionslosen Endzustand. 
Ein Auftreten neuer nukleolusartiger Strukturen wurde dabei nie be- 
obachtet. 

Alexandrovs (19353), Makarovs (1933) und Nassonovs (1933) 
Untersuchungen gehéren ebenfalls in den Rahmen dieser Studien. Ihre 
Arbeiten gelien den vitalen Reaktionen der Zellen bei Sauerstoffmangel 
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sowie bei Einwirkung von Kohlenoxyd und Blausaure. Als Indikator fiir 
den Reaktionszustand der Zellen wird die Vitalfarbung mit Neutralrot, 
Methylenblau und Janusgriin herangezogen. Nassonov studiert dabei 
hauptsachlich die Vitalfarbung der Kerne von aeroben und anaeroben In- 
fusorien. Bei Sauerstoffmangel ist eine gute Vitalfairbung des Kernes mit 
dem verwendeten Farbstoff méglich. Bei Asphyxie beginnt sich der Kern 
ebenfalls stairker von der Umgebung abzuheben, es treten Strange im Kern- 
saft auf, der Glanz des Nukleolus wird starker. Der Vorgang, der sich 
dabei im Bereich des Kernkérperchens abspielt, ist am ehesten mit einer 
Gelatinierung, ‘hervorgerufen durch ein Sinken des p,, zu vergleichen. 
Alexandrov findet den Vorgang der vitalen Kernfarbung reversibel; er 
ist nach seinen Untersuchungen nur durch das erniedrigte r,, méglich. Die 
Art der Verteilung der basischen Farbstoffe ist demnach hauptsachlich 
durch den Zustand der vitalen, zellularen Tatigkeit und nicht durch die 
Art des Farbstoffes bedingt. Makarov priifte weiter den Einflu& von 
Kohlenoxyd und Cyaniden mit Hilfe der Redoxindikatoren Methylenblau 
und Janusgriin. Bei Sauerstoffmangel wird der leicht abspaltbare Sauer- 
stoff der Farbstoffe verbraucht, der Farbstoff selbst dabei aber reduziert 
und entfarbt. Bei Kohlenoxydvergiftung laufen die glykolytischen Pro- 
zesse weiter. Durch die Glykolyse kommt es zu einer Ansduerung des 
Kernes bzw. der Kernkérperchen, und in diesem Zustand ist eine gute 
Vitalfarbung des Kernes und der Kernstrukturen mit Neutralrot méglich. 
Bei der Cyanvergiftung dagegen gibt es auch keine Glykolyse, es kommt zu 
keiner Ansiuerung und damit auch nicht zu den vorher beschriebenen Ver- 
ainderungen. Auch das Auftreten neuer, nukleolusartiger Strukturen in 
den Kernen wird bei diesen Untersuchungen beschrieben. Pischinger 
(1950) schlie8t aus diesen Befunden, wie schon im vorigen Kapitel dar- 
gelegt wurde, auf eine besondere Aktivitat der Nukleolen in chemisch- 
physikalischer Hinsicht und damit auf einen intrazelluliren bzw. intra- 
nukleoliren Regulationsmechanismus der fiir die normale Funktion not- 
wendigen Poitentialgefille. 

Einige weitere Versuche an den isolierten Zellen der Gewebekultur 
sollen noch die Reaktionsweise der Nukleolen lebender Zellen demon- 
strieren. Um die Veranderungen der Zellen und Kernstrukturen laufend 
beobachten zu kénnen, wurden Deckglaskulturen von Fibroblasten in einer 
einfachen Durchstr6mungskammer (Abb. 13) montiert. Diese Kammer be- 
steht aus einer Bodenplatte mit einer ca. 18mm messenden kreisférmigen 
Ausnehmung. Ein ringférmiges Zwischenstiick hat drei feine seitliche Boh- 
rungen mit kurzen Schlauchansatzen. Die Deckplatte ist wieder eine plan- 
parallele Metallplatte mit entsprechender zentraler Ausnehmung. Die 
obere Kante im Bereich der Ausnehmung ist abgedreht und nach aufen 
abgeflacht, um damit den Objektiven des Mikroskops mehr Bewegungs- 
freiheit zu schaffen. Alle diese Teile sind in versilbertem Messing aus- 
gefiihrt. Fiir die Durchstrémungsversuche wird nun zwischen Bodenplatte 
und Zwischenstiick ein Deckglas gelegt und zur besseren Abdichtung auf 
die Flachen des Zwischenringes gegen die AuBenkante etwas Vaseline auf- 
gebracht. Das Deckglas mit der Kultur kommt zwischen Zwischenstiick 
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und Deckplatte zu liegen. Durch vier Schrauben werden nun alle Teile fest 
aneinandergeprefit, und damit ist die Kammer versuchsfertig. Auf der 
einen Seite stehen nun zwei Anschliisse fiir Versuchslésungen, auf der an- 
deren, gegeniiberliegenden ein Anschluf fiir den Abflu& der Durchstré- 
mungsfliissigkeit zur Verfiigung. Im Spezialthermostaten (Abb. 14) werden 
die Behalter mit der vorbereiteten Versuchslésung vorgewarmt. Durch 
Schlauchklemmen kann die Menge der strémenden Fliissigkeit geregelt 
werden. Bei dieser Versuchsanordnung ist jederzeit ein Wechsel der Ver- 
suchslésung méglich. Gewisse Schwierigkeiten entstehen durch die im Sy- 
stem zuerst vorhandene Luft, die das mikroskopische Bild speziell bei 
Phasenkontrastbeobachtung empfindlich stért. Es ist daher notwendig, bei 
Beginn des Versuches eine Durchstrémung mit einer indifferenten Lésung 
vorzunehmen und damit die ganze Luft aus der Kammer und den Schlau- 





Abb. 13. Durchstrémungskammer. Mitte: Bodenplatie, unten: Deckpiatte, oben: 
Zwischenring mit Schlauchansdhliissen, links und rechts: Zwischenringe verschiedener 
Hohe ohne Ansdhliisse. 


chen zu entfernen. Eine weitere, geringe Schwierigkeit bringt der Druck- 
wechsel wahrend Veranderungen der Durchstrémungslésung bzw. Ge- 
schwindigkeit mit sich, da das Deckglas sich bei derartigen Veranderungen 
etwas nach oben wolbt und damit eine Bildunscharfe verursacht. Eine ge- 
ringe Korrektur der Mikrometerschraube bringt jedoch sofort die Bild- 
scharfe zuriick. Das ringférmige Zwischenstiick dieser Kammer kann weiter 
durch einfache, plane Ringe verschiedener Dicke ohne Schlauchanschliisse 
ersetzt werden. Es steht damit eine einfache Kammer mit planparallelem 
Boden- und Deckglas zur Verfiigung. Diese Kammer ist vor allem fiir Le- 
benduntersuchungen von Deckglaskulturen usw. mit dem Phasenkontrast- 
mikroskop eine unentbehrliche Voraussetzung. Diese Durchstrémungs- 
kammer wurde in unserem Laboratorium den laufenden Bediirfnissen 
entsprechend entwickelt und bisher an keiner anderen Stelle beschrieben. 
Ich habe daher hier eine etwas ausfiihrlichere Darstellung dieses tech- 
nischen Hilfsmittels eingeschaltet. Fiir denselben Zweck wurden natiirlich 
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auch von einer Reihe anderer Autoren Konstruktionen angegeben; da je- 
doch im Handel derartige Behelfe nicht erhaltlich sind, waren wir auf 
eigene Versuche angewiesen. Die im folgenden beschriebenen Beobach- 
tungen wurden mit dieser Einrichtung ausgefiihrt, und von einem Teil 
dieser Versuche wurden auch Filmaufnahmen hergestellt. 


Als Musterbeispiel fiir die weiteren, mit gleicher Technik ausgefiihrten 
Versuche will ich zuerst die Durchstrémung mit hypotonem Medium aus- 
fiihrlich darstellen. Nach Montage der Kultur in der Kammer wird zuerst 
Tyrodelésung eingefiihrt, um damit aus der Kammer und dem Schlauch- 





Abb. 14. Durchstrémungskammer, montiert. Rechts oben Behalter fiir verschiedene 
Versuchslésungen. Die Vorderwand des Thermostaten wurde zur Aufnahme ent- 
fernt. 


system die Luft zu entfernen. Weiter wird die Kammer auf dem Objekt- 
tisch des Mikroskops wie ein Objekttrager mit den Kreuztischklemmen oder 
mit gewohnlichen Praparatklemmen befestigt. An der abtropfenden Fliissig- 
keitsmenge kann die Durchstrémungsgeschwindigkeit abgelesen und ge- 
regelt werden. Die planparallelen Kammerflachen, das optisch homogene 
Medium in der Kammer und das diinne Deckglas, an dessen Unterseite die 
Kultur wiachst, erméglichen nun die laufende Beobachtung mit allen 
Trocken- und Immersionssystemen und gestatten auch die optimale Ein- 
stellung der Beleuchtung mit Kondensoren hoher Apertur, da die Tiefe 
der Kammer nur gering ist. Vor Beginn des eigentlichen Versuches wird 
die Kultur eine Zeitlang mit reiner Tyrodelésung durchstrémt, um even- 
tuelle Verainderungen, die durch das Lésungsmittel allein schon auftreten, 
registrieren und ausschalten zu kénnen und um weiter verschiedene lésliche 
Stoffe aus dem Kulturmedium zu entfernen. Durch Zusatz kleiner Mengen 
von Aqua dest. wird nun die Durchstrémungsfliissigkeit langsam hypoton 
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gemacht. So hat man die Geschwindigkeit der Einwirkung und damit auch 
meist die des Auftretens der zu untersuchenden Veranderungen in der 





Abb. 15. Versuch mit hypotonem Medium. a Kontrollaufnahme vor Beginn; b ge- 

ringgradige Hypotonie; c Kerne aufgequollen, Nukleolen verschwunden, Plasma 

ebenfalls verquollen; d Durchstrébmung mit Tyrode lat die Zellen wieder 
schrumpfen und auch die Nukleolen werden wieder sichtbar. Vergr. 1250 : 1. 


Hand; anderseits muf der Nachteil in Kauf genommen werden, daB es bei 
dieser Versuchsanordnung nicht méglich ist, genau die Konzentrationen an- 
zugeben, bei denen die ersten Veranderungen an den Zellen auftreten. 
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Auch Zollinger hat u. a. die Einwirkung von Aqua dest..auf Zellen 
von Gewebekulturen studiert, hat ihre Plasma- und Oberflaichenverande- 





Abb. 16. Versuch mit hypertonem Medium. a Kontrollaufnahme vor Beginn; b ge- 
ringgradige Hypertonie; c neuerlich Tyrodelésung: d neuerliche Hypertonie. 
Vergr. 1250: 1. 


rungen beschrieben und damit als einer der ersten den enormen Wert der 
Phasenkontrastmikroskopie fiir solche Untersuchungen bewiesen. Wegen 
der hier besonders im Vordergrund des Interesses stehenden Veranderungen 
am und im Kern und vor allem zur Gegeniiberstellung mit den weiteren 
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Versuchen wurden auch diese Vorgange noch einmal studiert und sind 
daher auch hier aufgenommen. Schon der Zusatz von geringen Mengen 


: 
t 
% 


ene 








Abb. 17. Ansituerung der Durchstrémungsfliissigkeit. a Kontrollaufnahme vor Be- 

ginn; b mafige Verkleinerung und Verdichtung der Nukleolen, beginnende Netz- 

bildung im Kern; c vergréberte Netzstrukturen im Kern; d grobe .,Chromatinnetze* 
im Kern mit eingelagerten Nukleolen, grobe Plasmafiallung. Vergr. 1250: 1. 


Aqua dest. (weniger als ein Viertel) zur Tyrodelésung bewirkt eine geringe 
VergréRerung der Zellen, die vorher zarten Fortsatze werden dabei plump 
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und weniger lichtbrechend (Abb. 15). Die Nukleolen innerhalb des Kernes 
treten ganz kurz etwas dunkler, starker lichtbrechend hervor (Abb. 15 b), 
um weiter stark abzublassen und sdchlieflich in dem sich ebenfalls ver- 
gréRernden Kern ganz unsichtbar zu werden (Abb. 15c¢). Zugleich rundet 
sich die Zelle unter weiterer Volumszunahme immer mehr ab und die ge- 
formten Zelleinschliisse sind in lebhafter Bewegung. Wird zu diesem Zeit- 
punkt erneut mit physiologischer Liésung, also Tyrodelésung durchstrémt, 
dann verkieinert sich die Zelle wieder und auch einzelne Zellauslaufer 
werden wieder sichtbar (Abb. 15d). Im Kern, der allerdings nicht mehr so 





Abb. 18. Alkalisierung der Durchstrémungsfliissigkeit. a Konirollaufnahme vor Be- 
ginn; b Verkleinerung und Vakuolisierung der Nukleolen; c weitere Schrumpfung 
der Nukleolen, Retraktion der Zellfortsatze, Plasmastrémungen. Vergr. 1250: 1. 


homogen wird wie vorher, sondern etwas granuliert bleibt, treten wieder 
Nukleolen auf, die wohl die urspriingliche Zahl und Form besitzen, dafiir 
aber kleiner und dichter erscheinen. Obwohl diese Zellen ihre Ausgangs- 
form annahernd wieder erreicht haben, zeigt sich doch, daft sie nicht mehr 
weiter wachsen und sich nicht mehr vermehren. Die morphologisch rever- 
siblen Veranderungen haben also doch zu irreversiblen Schadigungen der 
Vitalitat der Zelle gefiihrt. Neuerliche Durchstrémung mit Aqua dest. (bis 
zur Halfte der Tyrodemenge) laRt die Zellen mit ihren Kernen rasch wieder 
aufquellen, und dabei verschwinden auch wieder die Nukleolen. Schlieflich 
zerplatzt dann eine Zelle nach der anderen, und die granularen Zellein- 
schliisse strémen in die Umgebung aus. Sie zeigen aber auch dort zwischen 
den Resten der Zelleiber und den nunmehr isolierten Kernen noch lebhafte 
Eigenbewegung. Die Kerne sind als ovale, homogene Koérper ohne jede 
Innenstruktur noch sehr gut erkennbar. Zuletzt bilden sich im Rest der 
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Zellgranula homogene Blaschen, deren Gréfe rasch zunimmt. Sie entstehen 
wahrscheinlich durch Quellung der Mitochondrien (vgl. Buzat 1955). 

Genau so wurde auch mit hypertonem Medium bei sonst gleicher Ver- 
suchsanordnung eine Durchstrémung vorgenommen. Als hypertones Medium 
wurde dabei der Durchstrémungsfliissigkeit eine gesattigte Kochsalz-Tyrode- 
Lésung zugetropft. Auch hier treten wieder sehr rasch Kernveranderungen 
auf (Abb. 16). Sie beginnen mit einer feinen Granulierung der vorher ganz 
homogenen Kernteile; mit dieser geht auch eine mafige Verdichtung der 
Nukleolen einher. Diese Granulierung des Kernraumes nimmt rasch weiter 
zu, und dabei werden die Nukleolusstrukturen ganz unsichtbar. Der ganze 
Kernraum verdichtet sich immer mehr und wird dabei wieder ganz homo- 
gen (Abb. 16 b). Gleichzeitig tritt auch eine starke Vergréberung der Plasma- 
strukturen auf, wahrend die Gesamtform der Zelle dabei praktisch unver- 
aindert bleibt. Wird zu diesem Zeitpunkt nun auch wieder mit Tyrode- 
lésung durchstrémt. dann treten in umgekehrter Reihenfolge die urspriing- 
lichen Kernstrukturen wieder auf (Abb. 16c). Zwar wird dabei der Kern- 
raum nicht mehr so homogen, wie er es zu Beginn des Versuches war. Auch 
die Nukleolen bleiben kleiner und wesentlich dichter. Die Plasmastrukturen 
sind jedoch bereits irreversibel verandert. Neuerliche Hypertonie lat die 
Nukleolen wieder verschwinden (Abb. 16d), Tyrode bringt sie wieder usw. 
Dieser Vorgang kann einige Male wiederholt werden. Die pyknotischen 
Veranderungen des Kernes und der Kernkérperchen werden dabei jedoch 
immer starker, die Reaktion selbst immer trager. In der Endphase treten 
auch hier im Zelleib zunehmend Vakuolen auf. 

Bei der Ansaiuerung der Durchstrémungsfliissigkeit durch Zusatz von 
n/10 Salzsiure verandert sich die Gesamtform der Zelle ebenfalls nur un- 
bedeutend. Die ersten Veranderungen sind auch hier im Kern festzustellen 
(Abb. 17). Der Glanz der Kernoberfliche und der Nukleolen nimmt zu, und 
im Kern treten zuerst ganz zarte, geriistartige Strukturen auf (Abb. 17b), 
die sich aber sehr rasch vergrébern (Abb. 17c). Zu diesem Zeitpunkt ist 
auch im Zellplasma eine grobe Fallung und Niederschlagsbildung einge- 
treten. Mit diesen sehr rasch und stiirmisch ablaufenden Vorgingen wird 
der Endzustand bei dieser Versuchsanordnung erreicht (Abb. 17d). Zeiger 
(1935) beschreibt ebenfalls reversible Fallungen durch Essigsaure bei leben- 
den Amphibienlarven. 

Durch Zusatz von n/10 NaOH wurde weiter mit zunehmend alkalischem 
Medium durchstrémt. Hiebei sind wesentlich gréfere Mengen bis zum ersten 
Auftreten von Veranderungen notwendig (Abb. 18). Die Zelle verkleinert 
sich zunachst etwas, und die Plasmastrukturen vergrébern sich. Nun ver- 
kleinern und verdichten sich auch die Nukleolen, erscheinen dabei aber eher 
etwas granuliert bzw. vakuolisiert (Abb. 18b). Im weiteren Verlauf des 
Versuches werden die Zellauslaufer ganz retrahiert, an ihrer Stelle sind nur 
mehr plumpe Plasmabuckel zu sehen (Abb. 18c). Zunehmend treten auch 
hier wieder Vakuolen im Plasma auf. Der Kern wird dabei immer homo- 
gener, und schlieBlich sind die Nukleolen nicht mehr abzugrenzen. Dabei 
quillt auch der Zelleib immer mehr auf, um sdchlieRlich zu zerplatzen. Dabei 
strémt der Zellinhalt wieder in die Umgebung aus. 
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Weiter sollen hier noch zwei Versuche erwahnt werden; die im Rahmen 
einer anderen Arbeit (Seelich und Stockinger 1953) ausfiihrlich be- 





Abb. 19. Zsatz spezifischer Antikérper. a Kontrollaufnahme vor Beginn; b, c, 
d zunehmende Verdichtung und Pyknose der Kerne und Nukleolen. Vergr. 1250 : 1. 


schrieben sind. Hier werden nur die Kernveranderungen beriicksichtigt. Der 
eine Versuch betrifft den Zusatz von Meerschweinchenserum von Tieren, die 
mit Gewebebrei vorbehandelt und so zur Bildung spezifischer Antikérper 
angeregt wurden. Obwohl es sich bei den Antikérpern sicherlich um sehr 
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grofte Molekiile handelt, die die Zelloberflache kaum permeieren kénnen, 
treten doch auch hier schon sehr bald Veranderungen im Kernraum auf 
(Abb. 19). Zuerst ist es wieder eine geringgradige Verkleinerung und Ver- 
dichtung der Nukleolen, die begleitet ist von einer Verdichtung der Kern- 
oberflache und der Ausbildung einer Kernmembran (Abb. 19 b). Im weiteren 
Verlauf kommt es zu einer zunehmenden Verkleinerung und Pyknose des 
Kernes und der Kernkérperchen (Abb. 19 c, d). Kalfayan und Kidd fan- 
den an Zellen von Brown-Pearce-Tumoren in vitro ahnliche Schrumpfungs- 
bilder der Nukleolen bei Zusatz spezifischer Antikérper. Auch die Gerb- 
siurewirkung wurde im Rahmen der eben genannten Arbeit ausfiihrlich 
studiert. Zusatz von Acidum tannicum 0,01—0.1 mg/cm® in modifizierter 
Ringerlésung (die geringe Ansdéuerung wurde durch Zusatz von NaOH aus- 
geglichen) verandert in der ersten Phase des Versuches die Zellen und ihre 
Kerne ganz ahnlich wie der vorher beschriebene Antikérperzusatz. Auch 
hier kommt es wieder zunachst zu einer geringgradigen Verdichtung. In 
der zweiten Phase dagegen, die durch das Auseinanderfliefen der vorher 
mehr abgerundeten Zelle gekennzeichnet ist, wird auch der Kern wieder 
etwas gréfer. die Nukleolen verschwinden, ein Bild, wie es in bezug auf 
den Kern ganz ahnlich bei Zusatz von hypotonem Medium beschrieben 
wurde. 

Grundsiaizlich lassen sich also mehrere typische Reaktionen des Kernes 
aus allen Versuchen ableiten. Erstens die Quellung des Kernes, bei der die 
Nukleolen unsichtbar werden, zweitens die Schrumpfung und Verdichtung 
des Kernes und der Kernkérperchen, die allgemein als Pyknose bezeichnet 
wird. Dazu kommen noch die Fallungsbilder bei Ansiuerung und im hyper- 
tonem Medium, wobei zwischen diesen beiden ebenfalls sehr deutliche 
Unterschiede bestehen. In einer Reihe weiterer Versuche, die keine neuen 
Ergebnisse brachten, wurden ebenfalls die eine oder andere dieser Ver- 
anderungen beobachiet. Es handelt sich allgemein bei diesen Versuchen um 
sehr grobe und meist ganz unphysiologische Eingriffe. Die Reaktionen, die 
dabei auftreten, sind daher in erster Linie durch die chemisch-physikalische 
Struktur und weniger durch eine aktive Lebenstatigkeit der Zellen bedingt. 
Es handelt sich jedoch dabei um Eingriffe, die vor allem bei der Konser- 
vierung und Fixation sowie bei der weiteren Aufarbeitung der Gewebe 
immer wieder angewendet werden. Aus den Befunden ist zu ersehen, welch 
gewaltige Veranderungen dadurch gegen den urspriinglichen lebensechten 
Zustand der Zellen und ihrer Strukturen bewirkt werden. Die Deutung 
dieser Veranderungen ist nicht einfach. Die grundlegenden Reaktionen sind 
wahrscheinlich doch vom Hydratationsgrad der einzelnen Zellstrukturen ab- 
hangig. Sicherlich findet bei Zusatz hypotoner Fliissigkeit eine zusatzliche 
Wasseraufnahme, bei hypertonen Medien eine Wasserabgabe statt, wie dies 
den osmotischen Grundregeln entspricht. Dazu kommt noch die verschiedene 
Léslichkeit der einzelnen Kern- und Zellbestandteile (Nukleinsauren, 
Eiweifkomplexe usw.); weiter spielen sicherlich auch Anderungen des Poly- 
merisationsgrades usw. eine entscheidende Rolle. Es geht iiber den Rahmen 
dieser Untersuchung hinaus, den Versuch, diese Wirkungen genau zu analy- 
sieren, unternehmen zu wollen. 
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Beurteilung der erhobenen Befunde 
und der sich daraus ergebenden SchluBfolgerungen 


Fast alle Zellen tierischer und menschlicher Organismen enthalien Kern- 
kérperchen. Sichere Ausnahmen bilden nur die reifen Spermien sowie die 
Granulozyten, bei denen bisher kein derartiger Nachweis gelang. Es scheint, 
daf die in differenzierten Zellen vorhandenen Nukleolen nicht lebenswichtig 
sind. Ob durch den Verlust der Nukleolen die Teilungsfahigkeit leidet, 
geht aus der Literatur nicht hervor. 

Die Untersuchung von Gewebekulturen bei ihrem Wachstum und der 
Teilung zeigt, da die hier sehr formbestandigen Nukleolen in den Ruhe- 
zellen immer vorhanden sind und nur bei der indirekten Kernteilung 
voriibergehend verschwinden. Besonders die Lebendbeobachtung dieser Kul- 
turen fiihrte zur folgenden neuen Definition dieser Kernstrukiuren: Es 
handelt sich bei den Nukleolen um Reaktionsraume im Kern, 
die ein morphologisch und mikrochemisch erfakbarer Aus- 
druck einer ,aktiven” Lebenstatigkeit der Zelle sind. Diese 
aktive Tatigkeit kann einerseits der Erhaltung und Vermehrung der eigenen 
Zellmasse dienen, sie kann aber auch Ausdruck der Neubildung von Stoffen 
sein, die von der Zelle an die Umgebung abgegeben werden. Die in diesem 
Rahmen auftretenden Bediirfnisse sind sehr verschieden. Es ist klar, daf 
die reifende Eizelle andere Leistungen zu vollbringen hat als die ‘Tinten- 
driisenzelle von Sepia, die Ganglienzelle des Zentralnervensystems oder die 
Zelle eines bésartigen Tumors. Ausdruck dieser verschiedenen Aufgaben 
sind pun auch die unterschiedlichen chemisch-physikalischen Befunde, die 
sich von dieser Warte aus ohne weiteres auf einen gemeinsamen Nenner 
bringen lassen. 

Nach den vorher geschilderten Einzelbefunden méchte ich die Funktion 
der Nukleolen in zwei wesentliche Fraktionen unterteilen. 1. Die F unk- 
tion in der Ruhe-, Arbeits- oder Interphasenzelle. 2. Die 
Funktion bei der Mitose. Bei der erstgenannten steht sicherlich der 
Eiweifistoff wechsel, bei der zweiten der Nukleinsaurestoffwechsel im Vorder- 
grund. Es wird zwar den Nukleolen von vielen Autoren jede Bedeutung 
bei der indirekten Zellteilung abgesprochen, doch méchte ich mich eher der 
anderen Gruppe der Unitersucher anschlieften, die das Verschwinden der 
Ribonukleinsaiure des Kernes in der Prophase mit der Vermehrung und 
Kondensation der Desoxyribonukleotide in direkten Zusammenhang brin- 
gen. Bestimmend fiir diese Haltung sind immer wieder die direkten Beob- 
achtungen der morphologisch erfafbaren Vorgange bei der Zellteilung. Im 
wesentlichen also handelt es sich dabei um das Verschwinden der Kern- 
koérperchensubstanz und das gleichzeitige Hervortreten und Sichtbarwerden 
der Chromosomen; in umgekehrter Reihe spielt sich derselbe Vorgang natiir- 
lich auch in der Telophase ab. Auch die Analysen der mit normaler Ge- 
schwindigkeit oder mit Zeitraffung aufgenommenen Mitosefilme bzw. deren 
Einzelbilder drangen diese Annahme immer wieder auf. Die Persistenz von 
Nukleolen bei gewissen Zellarten bis in spatere Mitosestadien oder wah- 
rend der ganzen Mitosedauer stellt m. E. kein absolutes Gegenargument 
dar, da ja nicht immer alle Ribonukleotide umgebaut werden miissen. 


Protoplasma, Bd. XLII/4. 29 
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Aus der Beobachtung der Zellen, die sich zwischen den Mitosen in den 
verschiedenen Reaktionszustanden finden, wurde der Ausdruck ,,Reaktions- 
raum’ gepragt. Eine Reihe von Fermenien, die hauptsachlich den Eiweif- 
und Nukleinsaurestoffwechsel regeln, wurde in diesem Bereich sicher nach- 
gewiesen. Eine genauere Lokalisation innerhalb dieses Reaktionsraumes lat 
sich mit den uns derzeit zur Verfiigung stehenden Mitteln nicht durch- 
fiihren. Wie in allen biologischen Systemen, werden auch hier die aktivsten 
Zonen die Grenzflachen innerhalb bzw. an der Oberflache der untersuchten 
Gebilde sein. Sicherlich hat das Kernkérperchen auch Speicherfunktionen 
zu erfiillen. Innerhalb der Zelle bzw. innerhalb des Kernes bestehen Poten- 
tialgefialle, die fiir die besondere Funktion der Zelle optimale Werte haben 
sollen. Die Messung dieser Werte ist sehr schwierig und es stehen uns dafiir 
im wesentlichen nur die Farbsioffindikatoren zur Verfiigung. Jedoch auch 
die Einbringung solcher Stoffe in das Zellinnere stellt an sich schon eine 
empfindliche Stérung des inneren Gleichgewichtes dar. Auch gegen die Ein- 
fiihrung feinster Elektroden in die Zelle bzw. in den Zellkern bildet die 
Zelle Abwehrreaktionen aus, die vom physiologischen Zustand der Zelle ab- 
weichen. 


Zusammenfassung 


Die Untersuchung fiihrt zu folgender Definition: Die Nukleolen sind 
Reaktionsriume im Kern, die ein morphologisch und mikrochemisch erfaf- 
barer Ausdruck einer aktiven Tatigkeit der Zelle sind. Sie sind durch ihr 
optisches Verhalten und ihre Farbbarkeit vom iibrigen Kernraum gut ab- 
zugrenzen. Besonders auffallend erscheinen sie in den lebenden Zellen. 

Ihre Zahl, Form und .Lage ist sehr wechselnd. Die Gréfe steht bei man- 
chen Zellarten in einer regelmaRigen Beziehung zum Kernvolumen. GréRen- 
veranderungen zeigen verschiedene Funktionszustande der Zelle an. 

Von den Darstellungsmethoden sind besonders die UV-Absorptionstech- 
nik in Verbindung mit der Feulgen-Farbung, die Réntgenmikroradio- 
graphie, die Fermentmethoden bzw. die ahnliche Ergebnisse zeitigenden 
Hydrolysen mit entsprechenden Farbungen zu nennen. Auch die auf der 
spez. Lage des IEP beruhende Farbung bzw. Differenzierung zeitigt sehr 
brauchbare Ergebnisse. 

Im Nukleolus findet sich eine wechselnde Menge von Nukleinsaure- 
Eiweif-Verbindungen, wobei manchmal die eine, manchmal die andere 
Komponente iiberwiegt. Dem Nukleolus angelagert ist haufig auch feulgen- 
positives Material nachzuweisen, das als Chromosomenmaterial identifiziert 
wurde. Es lassen sich farberische und mengenmaftige Beziehungen zu den 
Plasmanukleotiden nachweisen. 

Die Entstehung der Kernkérperchen wird mit bestimmten Chromosomen- 
abschnitten bzw. sogenannten Nukleolarchromosomen in Verbindung ge- 
bracht. In Notlagen kann im Zellkern auch zusatzliche Nukleolarsubstanz, 
wahrscheinlich von anderen Chromosomenabschnitten, ausgebildet werden. 

Bei der indirekten Zellteilung verschwindet die Nukleolarsubstanz und 
werden nach wohl unbewiesenen, aber sehr gut fundierten Hypothesen 
die Nukleinsaéurebausteine des Nukleolus nach chemischem Umbau in die 


















































Das Kernkérperchen 411 
Chromosomen eingelagert. Bei der Amitose kommt es meist zu-éiner ein- 
fachen Durchtrennung des Kernkérperchens bzw. zu einer Aufteilung der 
in der Mehrzahl vorhandenen. 


Die Funktion der Nukleolen ist von der jeweiligen Zellart, dem Alter, 
von verschiedenen Umgebungsfaktoren und vom Entwicklungsstadium der 
Zelle abhangig. Es lassen sich dabei zwei Grundfunktionen erkennen. 
1. Die Funktion in der teilungsbereiten Zelle bzw. bei der Zellteilung. Dabei 
steht der Nukleolus wahrscheinlich vorwiegend im Dienste des Nuklein- 
sdurestoff wechsels. 2. Die Funktion in der Interphasen-, Ruhe- oder Arbeits- 
zelle. In diesem Stadium spielt neben dem Nukleinsaéure- auch der Eiweif- 
stoffwechsel eine wesentliche Rolle. 


Als physiologische Reaktion bei geringgradigen Schadigungen der Zel- 
len wird in dem pyknotischen Kern auch eine Pyknose der Kernkérperchen 
gefunden. Bei den unphysiologischen und oft sehr drastischen Eingriffen, 
wie sie auch bei der Fixierung und Konservierung von Zellen haufig ange- 
wendet werden, kommt es teilweise zum Verschwinden, teilweise eben- 
falls zu Schrumpfungsbildern des Nukleolus. 
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Electron micrographs of ultra-thin sections of isolated whole tobacco 
chloroplasts have revealed the in situ lamellar organization of both the 
stroma and the grana and the presence of other microscopic structures in 
the plastid. 

Similar studies (Steinmann 1952, Wolken and Palade 1952) have 
demonstrated the lamellar structure of the algal type of chloroplast, which, 
unlike that of higher plants, possesses no grana. The hitherto indirect 
evidence for such structure, based on light and ultraviolet light microscopy, 
the birefringency of the plastid, and the electron microscopy of disrupted 
chloroplasts has been reviewed by Frey-Wyssling (1953). 

Leaves of mature plants, which had been light-starved for 4 days to 


provide starchless: plastids, were placed in is? Py 7 Sorensen buffer, con- 


taining 0.5% OsO,, for disruption in a Sorvall Omnimixer at low speed 
(Variac set. at 60): for one minute. As a result, intracellular components 
were apparently rapidly fixed with a minimum of breakage. The suspen- 
sion. was filtered through glass wool, and the chloroplasts were then 
repeatedly ‘washed while being centrifugally fractionated in p, 7 Sérensen 
buffe#.*.The plastids were subsequently dehydrated in successive mixtures 
of deereasing concentrations of the buffer and increasing concentrations of 
ethyl alcohol for eventual embedding in n-butyl methacrylate (Newman, 
Borysko, and Swerdlow 1949) for ultra-microtomy (Pease and Baker 
1948). fr 

The diance orientation of the chloroplasts in the section shown in Fig. 1 
permits visualization of the saucer-shaped plastids in two aspects. 

1 Fellow of the American Cancer Society, recommended by the Committee on 
Growth, National Research Council. 





Alternating light and 
dark lamellae (L), parallel 
to the broad curved faces 
of the chloroplast, appa- 
rently traverse the plastid. 
They are visible only in 
sections perpendicular, or 
nearly so, to the broad face 
of the chloroplast. The 
dark lamellae are 140 to 
280 A, usually about 210 A, 
thick; the light lamellae 
are 70 to 350A, usually 
about 140 A, thick. 


The grana (G) are disc- 
like, about 0.324 in dia- 
meter, about 0.075 to 0.18 yu 
thick, are parallel to the 
broad faces of the chloro- 
plast (cf. Heitz 1936) and, 
as reported by Menke 
(1940a) and Strugger 
(1951), lie superimposed in 
stacks which are oriented 
perpendicular to the la- 
mellae just described. The 
grana are also lamellate 
(Fig. 2), the alternating 
dark and light lamellae 
being about 70A_ thick, 
the same value reported 
by Steinmann for round 
lamellae, of the same dia- 
meter as that of the grana, 
obtained by sonic frag- 
mentation of OsQ,-fixed 
chloroplasts of Aspidistra 
elatior. 


Apparently randomly 
distributed in the chloro- 
plast, between the stro- 
matic lamellae, thereby 
causing their localized 
veering from strict paralle- 
lism and the indicated va- 
riation in thickness, are 
several spheres or ellip- 
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Fig. 1. Cross section through saucer-shaped tobacco 

chloroplasts as variously oriented in the plastic 

embedding medium. G, granum; L, stromatic 

lamellae; S, stromatic spherical inclusion of low 

electron density; D, stromatic spherical inclusion 
of higher electron density. X 16,500. 








Fig. 2. Photographic enlargement of portion of 
upper left-hand chloroplast in Fig. 1 showing 
lamellar organization of the granum, G. X 41,000. 
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soids (S) of low electron density. These may be identical with the several 
small refractile spheres varying in size up to about 0.5 u in diameter, which 
are visible in many chloroplasts with the light microscope. Their form 
suggests a liquid or semiliquid consistency: they may possibly be starch 
vacuoles. Present also are some smaller (0.056 to 0.133 « diameter), spheri- 
cal bodies of greater electron density (D), which are most clearly seen in 
the right-hand chloroplast of Fig. 1. 

The method of preparation for electron microscopy apparently destroys 
most of the peripheral chloroplast membrane. In Fig. 1, even the remains 
of such a membrane in the lowermost chloroplast are poorly defined. 

Electron microscopic, morphogenetic studies of the tobacco chloroplast 
by means of enzymatic and solvent degradation of ultra-thin sections may 
elucidate the nature and thereby make possible the functional interpre- 
tation of the described structures. Efforts in this direction have already 
been made with whole and disrupted chloroplasts (Menke 1940b, Gra- 
nick and Porter 1947, Thomas, Bustraan, and Paris 1952). 
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In den Epidermiszellen der Laubblatter von Helleborus corsicus fand 
Thaler (1953) groRe, kugelige, farblose, stark lichtbrechende Gebilde, die 
Leukoplasten sehr ahnlich sind. Mit Millons Reagens farben sich diese 
Kugeln deutlich ziegelrot, sie bestehen also im wesentlichen aus Eiweiff und 
wurden fiir eiweifbildende Plastiden, ,,Proteinoplasten” im Sinne von 
Molisch (1901), gehalten. ks bedurfte aber einer genaueren Untersuchung, 
um die Richtigkeit dieser Annahme zu beweisen. 

Unter Plastiden versteht man (Kiister 1951) scharf begrenzte Gebilde, 
die im Protoplasma liegen, sich niemals mit ihm mischen und ohne dieses 
scheinbar nicht zu existieren vermégen. Die Plastiden wachsen und ver- 
mehren sich durch Teilung und kénnen immer nur aus ihresgleichen hervor- 
gehen. Farblose farbstofffreie Plastiden bezeichnet man seit Schimper 
(1885) als Leukoplasten; diese sind speziell bei den Dicotylen im allgemeinen 
nur von geringer Gréfe, meist bedeutend kleiner als Chloroplasten und 
lassen sich vielfach nur schwer vom Cytoplasma unterscheiden. Verhalinis- 
mafig grofe und leicht beobachtbare Leukoplasten kannte man bisher nur 
bei den Commelinaceen, einigen Orchideen sowie anderen Monocotylen. Es 
war daher iiberraschend, in Helleborus corsicus so auffallend groRe Leuko- 
plasten zu finden. 


Vorkommen und Gréfe der Leukoplasten 


Die durchwegs streng kugelférmigen Leukoplasten finden sich in der 
Epidermis aller Organe (auch der Bliiten) von Helleborus corsicus mit Aus- 
nahme der Wurzeln. Soweit unter der Epidermis noch chlorophylifreie Zellen 
vorhanden sind (oberhalb der Blattnerven, unterhalb der Schliefizellen), 
kommen sie auch in diesen, wenn auch in geringerer Zahl vor. In grofen 
Epidermiszellen finden sich 20—30, in kleinen Zellen etwa 16—22 Plastiden. 
Sie sind im allgemeinen nur in den iiber den GefaRbiindeln liegenden lang- 
gestreckten Epidermiszellen einigermafen gleichmafig (oft in Reihen) in 
der Zelle verteilt; in den iibrigen Epidermiszellen sind sie, wie man es bei 
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Leukoplasten gewéhnlich sieht, um den Kern geschart. Ihre Zahlung ist 
daher schwierig, sie gelingt zuverlassig nur nach vorangegangener Fixierung 
und Farbung. Die gleiche Anzahl, etwa bis 20, findet sich auch in den Zellen 
der jiingsten Entwicklungsstadien der Blatter, sobald iiberhaupt distinkte 
Kugeln wahrnehmbar sind. 

Samtliche Plastiden ein und derselben Zelle sind gleich gro, in den gré- 
Reren Epidermiszellen betragt der Durchmesser 10—12 u, in den kleineren 
Zellen nur 5—6u (Abb. 1). Es scheint demnach eine gewisse ,,Plastiden- 
Zellration™ zu bestehen, wie 
eine solche bereits von 
Budde (1922) angegeben 
worden ist; man kann dies 
als einen Hinweis dafiir 
auffassen, daB diese Gebilde 
nicht leblose Inhaltskérper, 
sondern wohl Zellorganellen 
sind. Sie werden durch Zen- 
trifugieren leicht nach aufen 
verlagert, sind also spezifisch 
schwerer als das _ Proto- 
plasma. Die Leukoplasten 
erscheinen im lebenden Zu- 
stand homogen und etwas 
starker lichtbrechend als das 
Cytoplasma. Eine distinkte 
Haut ist an lebenden Pla- 
stiden niemals zu beobach- 
ten, erst nach Behandlung 
mit Millons Reagens, aber 

Abb. 1. Plastiden-Zellrelation. auch nach Einwirkung von 
Jod und anderer Reagen- 
zien (vgl. Seite 420) tritt eine doppelte Kontur auf. In ihrem Innern 
kann man meist ein Gebilde beobachten, das den Eindruck einer Va- 
kuole macht; derartige .,Vakuolen“ treten sowohl in Plastiden junger 
als auch in denen alterer Epidermiszellen auf. Sonach entspricht der Bau 
der Leukoplasten von Helleborus corsicus véllig dem der von Dangeard 
(1951) beschriebenen und abgebildeten, freilich wesentlich kleineren Leuko- 
plasten von Orchideen; auch diese schliefen haufig einen farblosen Inhalts- 
kérper ein, der nicht aus Starke besteht, dessen Natur jedoch unbekannt ist. 
wie bereits Schimper (1885) feststellte. 

Es liegt nun wohl die Frage nahe, wie sich die Leukoplasten in sehr jun- 
gen Epidermiszellen verhalten. Behandelt man einen Flachenschnitt einer 
jungen, héchstens 3mm langen Blattanlage mit Millons Reagens, so tritt 
eine den Zellinhalt gleichmafig erfiillende Rotfarbung auf, die noch recht 
kleinen Kugeln lassen sich zwar als solche gerade wahrnehmen, werden aber 
noch keineswegs durch eine starkere Rotfarbung hervorgehoben. Mit Jod- 
Jodkali werden die Leukoplasten solcher junger Organe jedoch tiefblau bis 








en ee 


Die Proteinoplasten von Helleborus corsicus Willd. 419 


schwarz gefarbt; sie erweisen sich somit als starkehaltig. In étwas dlteren 
Blattanlagen kann man im Innern der Leukoplasten 1—6 stirker licht- 
brechende Starkekérnchen wahrnehmen, die im Polarisationsmikroskop deut- 
liche negative Doppelbrechung, an giinstig liegenden Plastiden auch das 
Brewstersche Kreuz zeigen. Mit fortschreitender Entwicklung der Blatt- 
anlage wird die Starke ziemlich rasch abgebaut, bis schlieBlich nur mehr ein 
bis zwei doppelbrechende Kérnchen zuriickbleiben (Abb. 2). Es ist bemer- 
kenswert, dafi in ein und derselben Zelle Plastiden zwar nur von gleicher 
GréRe und Form vorkommen, diese aber doch Unterschiede in ihren Ein- 
schliissen erkennen lassen, d. h. es finden sich neben starkebeladenen auch 
solche, die schon Eiweiff angereichert enthalten. Die Leukoplasten dlterer 
Blattanlagen geben eindeutig nur die Eiweiftreaktion. Wir haben es dem- 
nach mit einem Funktionswechsel der Leukoplasten zu tun. Solche Fille 
geben bereits Zacharias (1883) und Schimper (1885) an, anfanglich 
stirkefiihrende Leukoplasten werden im 
weiteren Verlaufe ihrer Entwicklung 
starkefrei und eiweifhaltig; die Leuko- 
plasten von Cypripedium insigne (Zim- 
mermann 1893) und von Phajus grandi- 
folius (Schimper 1885, Strasburger 
1913) enthalten neben Starkekérnern auch 
Eiweifkristalle. Starkefrei gewordene 
eiweiftreiche Leukoplasten vermégen viel- Abb. 2. Starkehaltige Plastiden in 
fach nach Zuckerzufuhr wieder Starke zu embryonalen Zellen (Jodreaktion). 
bilden. Diese Fahigkeit fehlt jedoch den 
Leukoplasten der Orchideen und Commelinaceen (Winkler 1898); auch 
bei Helleborus corsicus konnten wir selbst bei lang ausgedehnter Darbietung 
von Traubenzucker (10%) weder im Licht noch im Dunkeln Starkeneubil- 
dung in solchen Leukoplasten beobachten, die ihre Starke einmal verloren 
haben, wahrend Leukoplasten von Helleborus hybridus nach Winkler 
(1898) dazu imstande sind. 

Die Leukoplasten stellen also nach Abbau der Starke ihre Funktion als 
Stirkebildner ein und werden zu Eiweifbildnern. 





Verhalten gegeniiber Wasser, Reagenzien und Farbstoffen 


Bei langerem Liegen in Wasser lésen sich die Leukoplasten von Helleborus 
corsicus allméhlich auf, ohne daft dabei, auch nicht voriibergehend, eine 
Struktur sichtbar wiirde. In angeschnittenen Zellen verschwinden sie augen- 
blicklich, ebenso beim langsamen Eintrocknen ganzer Blatter, auffalliger- 
weise jedoch nicht beim Vergilben. Es diirfte sich daher um eine besondere 
Empfindlichkeit gegeniiber Hypotonie handeln. Legt man namlich Schnitte 
in 0.3% Rohrzuckerlésung, so bleiben die Plastiden auch in angeschnittenen 
Zellen einige Zeit intakt, selbst wenn der umgebende Zellinhalt zu koagu- 
lieren beginnt. Setzt man jedoch Wasser zu, so schwinden die Plastiden 
sofort. Auch in halbgesattigter Ammonsulfatlésung sind die Plastiden 
angeschnittener Zellen bestandig, schrumpfen jedoch, wahrend ihr Inhait eine 
kérnige Beschaffenheit annimmt. Bei Wasserzusatz wird diese Veranderung 
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riickgiingig. Die Leukoplasten quellen stark, oft bis iiber die doppelte 
Gréfe. Das Eiweiff der Leukoplasten wird offenbar durch die halbgesattigte 
Ammonsulfatlésung reversibel koaguliert, was zusammen mit der leichten 
Léslichkeit fiir Globuline spricht. 
Das Verhalten der Leukoplasten gegeniiber verschiedenen Reagenzien 
ist nachstehend kurz zusammengefaftt. 
Kalter Alkohol: Zusammenfliefen der Plastiden und Auflésung. 
Heifer Alkohol: Plastiden bleiben erhalten, oftmals Scheidung in eine 
kérnige Innenschicht und eine homogene Aufenschicht. 
Sublimatalkohol: fixiert die Plastiden, haufig 


unter Bildung stabchenférmiger Strukturen. 
Alkohol-Eisessig (Carnoy): Auflésung der 
Plastiden, dagegen vermag verdiinntes Carnoy- 
S Gemisch die Plastiden leidlich zu erhalten; sie 
2 b werden schwacher lichtbrechend, die Eiweif- 


reaktionen fallen schwacher oder negativ. aus. 


enh Essigsaure (bis 20%): Fixierung der Plastiden, 

G, wobei sie auch gegen Alkohol resistent, jedoch 
gleichzeitig eiweiffirmer werden. 

Osmiumsaure: Fixierung, Auftreten einer fei- 

4 i, nen Kérnelung des Inhaltes der Plastiden unter 


Verfarbung bis zu dunkelolivgriiner Farbe. 
Abb. 3. Plastiden alterer JOd-Jodkali: im Jugendzustand dunkelblau 


Zellen nach Jodbehand- bis schwarz, spater hellbraun, deutliches Her- 
lung. a) Deutliches Her- vortreten der ,,Vakuole~ (Abb. 3 a), sodann bla- 
vortreten der .,Vakuole“; senartiges Vorwélben der ,, Vakuole~ Abb. 3b, c, 
b) und c) blasenartiges vgl. auch Abb. 4a!), kann die GréRe der Leuko- 
Vorwélben der .,Vaku- plasten erreichen; oft platzen die Blasen, wobei 
ole"; d) geplatzte »Va- ihr Inhalt kérnelig wird (Abb. 34d). 

kuole™. Kalilauge (2%): starke Quellung, die Vakuole 


tritt ahnlich wie in Jod-Jodkali hervor. 

Eisenprobe nach Richter (1922): negativ. 

Giroudsches Reagens: keine Verfarbung der Leukoplasten, nur die 
Chloroplasten der SchlieBzellen werden schwarz. 

Sudan-Alkohol: negativ. 

Eisenchlorid: negativ. 

Millons Reagens: Leukoplasten werden orange. Vakuole deutlich sicht- 
bar. (Abb. 4a). 

Biuret-Reaktion: mit fixiertem Material (gréRere Resistenz der Leuko- 
plasten) schwache Violettfarbung (im kleinen Tropfen zwecks Verhinde- 
rung von Verschwemmung). 

Schwefel-Blei-Probe: im Augenblick der Zerstérung der Plastiden 
durch das Kochen Auftreten einer deutlichen braunen Verfarbung des 
Zellinhaltes. Hauptmasse des Eiweiffes also in den Plastiden konzen- 
triert. 

Ninhydrin-Reaktion: deutlich positiv. 


— 
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Xanthoprotein-Reaktion: Gelbfarbung, jedoch nicht fiir~Eiweif be- 

weisend, da auch andere Mineralsdéuren ahnliche Gelbfarbung verur- 
} sachen. 

Trypsin: bei p, 9 Verdauung der Plastiden innerhalb 3—6 Stunden, Va- 
kuole verschwindet gleichzeitig mit dem iibrigen Plastideneiweif. 

Pepsin-Salzsaure: Auflésung der Plastiden, vielfach allerdings schon 
durch Salzsaure allein. 

Feulgen-Reaktion:. negatiy. 





Abb. 4. a) Plastiden mit hervortretenden ,,Vakuolen“, deutlicher Membran und 
beginnender Blasenbildung (Millons Reagens); b) Oxydase-Reaktion (Benzidin): 
».Wakuolen“ stark gefarbt, deutlich hervortretend. 


j Ribonuklease (Worthington Biochem. Labs.') bzw. hitzeinaktivierter 
Speichel (Ribonukleasetest nach Brachet): mit Methylgriin-Pyronin n. 
Unna gegeniiber den unbehandelten Kontrollen unveranderte Rot- 
farbung der Plastiden, ,,Vakuolen“ der Plastiden heller gefarbt, z. T. 
vielleicht auch ungefarbt. Auch Behandlung mit 0,3 mol. Trichloressig- 
saure durch 15 min. bei 90° (Pollister and Ris, zit. n. Davidson 1950) 
verandert die Anfarbbarkeit der Kugeln mit Methylgriin-Pyronin eben- 
sowenig wie Extraktion mit 0,14 bzw. 1,0 mol. NaCl-Lésung. Nachstehend 
eine kurze Ubersicht iiber diese Versuche: 


Tab. 1: Helleborus corsicus. Methylgriin-Pyronin-Farbung nach 
Vorbehandlung mit:? 








Trichlor- , : 
Kontrolle essigsiiure Trypsin Ribonuklease 
Plastiden...... rot rot neg. rot 
| eae ar blau neg. blau blau 





1 Wir verdanken die Substanz Herrn Professor L. V. Heilbrunn (Philadelphia). 
* Fiir die zytochemischen Untersuchungen ist Fixierung im heiffen Alkohol 
zweckmafRig; Formolfixierung ergibt unklare und uneinheitliche Farbungen (vgl. 
Metzner 1952). 
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Benzidin-Reaktion: Plastiden farblos, die ,,Vakuolen“ scharf begrenzt 
und dunkel braunviolett bis blau gefarbt (Abb. 4b). 


Die Lebendfarbung der Plastiden wurde zuniachst mit den sauren 
Farbstoffen Saurefuchsin, Kaliumfluoreszein und Eosin versucht. Diese 
Farbstoffe wurden bereits von Drawert (1937) und Strugger (1940) 
zur Plastidenfarbung verwendet. Im Hellfeld ist bei Helleborus corsicus 
mit keinen der erwahnten Farbstoffe eine Anfarbung zu beobachten, doch 
laRt sich eine Gelbfluoreszenz der Plastiden von wechselnder Intensitat 
mit Kaliumfluoreszein erzielen; offenbar spielt dabei der empfindlichere 
Nachweis des Fluorochroms im UV-Licht eine Rolle. Mit basischen 
Farbstoffen (Neutralrot, Toluidinblau, Acridinorange und Pyronin) farbt 
sich wohl der Zellsaftraum, nicht aber die Plastiden. Auch mit Janusgriin, 
das vorzugsweise von Chondriosomen vital gespeichert wird, lat sich eine 
Vitalfarbung nicht erzielen. Erst nach Fixierung der Schnitte farben sich die 
Leukoplasten sowohl mit sauren als auch mit basischen Farbstoffen. 

Mit dem schon von Drawert (1937) benutzten Farbstoffpaar Saure- 
fuchsin-Toluidinblau wurde an essigsdurefixierten Schnitten versucht, den 
IEP der Plastiden zu bestimmen. 


Tab. 2: Helleborus corsicus. Farbbarkeit fixierter Plastiden in 
gepufferten Lésungen eines sauren und eines basischen Farb- 
stoffes (Phosphat-Puffer, Farbliésung 1: 1000, Farbedauer 10 Min.). 


Py Fuchsin S Toluidinblau 
2,5 ot + — Be 
3,5 + + + — neg. 
4,5 ob se hones 
5,5 + + + 

6,5 + — neg. + + 

7,7 neg. + + + 


Die kraftige Anfarbung der Plastiden mit dem sauren Farbstoff hért bei 
ungefahr p, 4.5 auf, wahrend die mit dem basischen bei p, 5,5 beginnt, beide 
Farbstoffe werden jedoch noch weit iiber diesen Bereich hinaus in geringer 
Menge gespeichert. Wir diirfen daher den IEP zwischen p, 4,5 und py 5,5 
ansetzen, womit trotz der durch die verschiedene Fixierung méglichen Ver- 
schiebung des IEP eine gréfenordnungsmafige Ubereinstimmung mit den 
von Drawert fiir Plastiden gefundenen Werten besteht; der Ursache fiir 
das starke Uberlappen der Farbungen wurde nicht weiter nachgegangen. 

Aus dem Verhalten gegeniiber den verwendeten Reagenzien geht her- 
vor, daft: 

1. die Leukoplasten von Helleborus corsicus in embryonalen Zellen Starke, 
in alteren Zellen dagegen Eiweiff enthalien; 

2. Nukleinséuren zwar fehlen, das Vorhandensein sauerstoffiibertragen- 
der Enzyme auf (im einzelnen noch nicht naher bekannte) Sioffwechsel- 
vorgange innerhalb der Plastiden schlieRen lat; 

3. die Schwierigkeit, Farbstoffe zu speichern, nicht daran liegt, daft 
speicherfahige Stoffe in den Plastiden fehlen, sondern in der geringen Per- 
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meabilitat der auRersten Plastidenschicht, die bei der Fixierung offenbar 
tiefgreifend verandert wird, begriindet sein diirfte. 


Forminderungen der Plastiden 


Von einigen Ausnahmen abgesehen (vgl. Kiister 1951), besitzen die 
Plastiden eine unverinderliche Gestalt; auch die Leukoplasten von Helle- 
borus corsicus weichen von selbst niemals von der Kugelgestalt ab. Experi- 
mentell lassen sich jedoch Formanderungen an Plastiden erzeugen. So 
wurden Pseudopodien an lebenden Leukoplasten nach Einwirkung hyper- 
tonischer Lésungen beobachtet (Kiister 1911 und Gicklhorn 1932); solche 
sind bisher jedoch nur von Orchideen bekannt. Behandelt man Schnitte von 
Helleborus corsicus mit hypertonischen 
Lésungen z. B. 1 mol. Lésung von KNO, 
(Grenzplasmolyse zwischen 0,4 und 0,5 mol. 
KNO,), Traubenzucker, Glyzerin oder 
Harnstoff, so bilden sich stark bewegliche 
Fortsatze, die sich wiederholt ausstrecken 
und einziehen. Auffallend lang und faden- 
formig werden die Fortsatze in 2 mol. Harn- 
stofflésung (Abb. 5). Bei Deplasmolyse neh- 
men die Plastiden wieder ihre urspriing- 
liche kugelige Gestalt an. Plasmolysiert 
man dagegen mit KCNS, so treten auf- 
fallende Deformationen der Plastiden auf, 
sie verlieren ihre Kugelform, werden lang- 
gestreckt und oft ganz verzerrt, auch die Abb. 5. Pseudopodienbildung in 
Vakuole streckt sich, wobei sie sich auch 2 mol. Harnstofflésung. 
teilen kann. Derart deformierte Plastiden 
kénnen bei Deplasmolyse nicht wieder in ihre urspriingliche Form zuriick- 
kehren. Formveranderungen fiir Plastiden konnten nur an Schnitten wahr- 
genommen werden, die mit hypertonischen Lésungen behandelt worden 
waren, nicht aber mit hypotonischen. 

Nach K iister (1951) ist die ., Viskositat der Plastidensubstanz ... betracht- 
lich, ihre Befahigung zu améboider Formveranderung nur in einigen Fallen 
erheblich“. Nach den geschilderten Beobachtungen scheint sich das Innere 
der Leukoplasten von Helleborus corsicus in einem verhaltnismafig diinn- 
fliissigen Zustand zu befinden. Die Formanderung der Plastiden wird nach 
Gicklhorn (1932) durch Anderung der Grenzflachenspannung zwischen 
Protoplasma und Plastiden verursacht. Dies kénnte zwar die strikte Kugel- 
gestalt der Plastiden von Helleborus corsicus erkliren, die hohe Stabilitat 
und geringe Farbstoffaufnahme der Plastiden in vivo wirft aber anderer- 
seits die Frage nach dem Vorhandensein einer distinkten Plastidenhaut auf. 

Es wurde bereits erwahnt, da& an den lebenden Plastiden Helleborus 
corsicus niemals eine distinkte Plastidenhaut zu beobachten ist, erst nach 
Einwirkung verschiedener Reagenzien wird eine solche deutlich. Wenn nach 
Behandlung mit verdiinnten Sauren das Innere der Plastiden schwacher 
lichtbrechend wird, also Stoffe (Eiweifkérper) in Lésung gehen, wahrend die 
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kreisférmige Kontur erhalten bleibt, so spricht dies ebenfalls fiir eine 
resistentere auferste Schicht des Plastiden; auch gegeniiber eiweiltverdauen- 
den Fermenten ist sie wesentlich widerstandsfahiger. Hingegen liefen sich 
beim Verquellen niemals Reste einer Plastidenhaut, wie sie Héfler (1943) 
an Closterium beschrieben hat, beobachten; die Plastiden lésen sich hiebei 
vielmehr restlos auf, wobei auch jede auftere Kontur verschwindet; selbst 
wenn man jodfixierte Plastiden mit deutlicher doppelter Kontur in eine ver- 
diinnte Lésung von Na-Thiosulfat legt, lést sich die Kontur auf, nur die 
..Vakuole“ bleibt unter starker Verquellung noch einige Zeit erhalten; die 
Jodfixierung kann demnach riickgangig gemacht werden. Wenn Dangeard 
(1951) von einer ,membrane plastidaire nette“ der Leukoplasten spricht, so 
braucht dies keineswegs im Gegensatz zur Annahme zu stehen, daf die 
Plastidenhaut aus dem gleichen Material wie der Plastid selbst aufgebaut 
ist, also nur eine durch ,,besondere Derbheit“ ausgezeichnete Schichte dar- 
stellt, wie dies Kiister (1951) vermutet und wofiir auch das Verhalten der 
Plastiden von Helleborus corsicus spricht. 


SchluBbemerkungen 


Die Kugeln von Helleborus corsicus entsprechen (mit Ausnahme der Ent- 
stehung durch Teilung, die noch nicht beobachtet werden konnte) in allen 
wesentlichen Punkten der Definition fiir Plastiden (Kiister 1951), so daft 
an ihrer Leukoplastennatur wohl nicht gezweifelt werden kann. Es ist auf- 
fallend, daf in der Gattung Helleborus nur Helleborus corsicus — der nach 
Schiffner (1890) allein die scharf von den iibrigen Sektionen getrennte 
Sektion Chenopus bildet — iiber derartige Leukoplasten verfiigt. Da diese 
Art sehr stark variiert, wire es von Interesse festzustellen, ob auch die ver- 
schiedenen Varietaten solche Plastiden besitzen. Leider waren uns solche 
Varietaten nicht zuganglich. 

Die Leukoplasten bilden in jungen, noch wenig differenzierten Geweben 
Starke, diese Fahigkeit geht aber bald verloren und kann auch durch nach- 
tragliche Zuckerzufuhr nicht reaktiviert werden. Ob die Eiweiftbildung in 
den Leukoplasten aus zugeleiteten Aminosauren vor sich geht oder aus ein- 
facheren stickstoffhaltigen Baustoffen unter Verwendung der Kohlehydrate, 
bleibe unentschieden; daf? die Leukoplasten einen eigenen Stoffwechsel 
haben, dafiir spricht das in der .,.Vakuole* lokalisierte Vorhandensein 
von sauerstoffiibertragenden Fermenten. Versuche, solche auch mittels 
Redoxindikatoren nachzuweisen, scheiterten an der geringen Permeation 
der Farbstoffe in den Plastiden. Eine entscheidende allgemeinere Be- 
deutung (z. B. fiir die Eiweiffsynthese) kann ihnen kaum zukommen, 
da diese Leukoplasten bei anderen Helleborus-Arten iiberhaupt fehlen. 
Es ist auch nicht anzunehmen, dafi die Leukoplasten im Zusammen- 
hang mit dem eigenartigen Geruch der Pflanze stehen, wie es z. B. 
Germ (1947) fiir die plastidenahnlichen Gebilde in den Perigonblattern 
von Platanthera bifolia annimmt. Gegen die Deutung als Reservedepots 
spricht die vollkommen gleichartige Gréfe innerhalb der Zelle, die niedrig- 
viskose Beschaffenheit und vor allem, daf sie auch in vergilbten Blattern 
erhalten bleiben und dann noch die Millonsche Reaktion zeigen. Auf jeden 
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Fall sind die erheblichen Mengen Eiweif, die in den Plastiden enthalten sind, 
das Ergebnis eines exzessiven Stoffwechsels (Boas 1949, Hartel, Kenda 
und Weber 1950, Hartel 1951). Die Bezeichnung_,,Proteinoplasten“ 
(Thaler 1953) fiir derartige Gebilde ist also wohl berechtigt; in erster 
Linie ist hiefiir die Tatsache der Eiweifanreicherung selbst mafigebend 
und weniger die Form (amorph, niedrig- oder hochviskos oder para- 
kristallin), in welcher das Eiweift deponiert wird. 

Die Kugeln von Helleborus corsicus stellen infolge ihrer Grofe ein 
dankbares Objekt fiir die Demonstration von farblosen Plastiden dar, zu- 
mal viele der sonst nur an verschiedenen Plastiden durchfiihrbaren Re- 
aktionen und Beobachtungen hier an einem einzigen Objekt leicht gezeigt 
werden kénnen. 


Zusammenfassung 


In der Epidermis vor allem der Laubblitter von Helleborus corsicus 
finden sich zahlreiche 5—12 u grofe Kugeln, die in jungen Zellen Starke, 
in etwas alteren dagegen Eiweiff enthalten. Das Verhalten gegeniiber 
Reagenzien und Farbstoffen spricht fiir die Leukoplastennatur dieser 
Kugeln. Zwischen Zellgréfe und GréfRe dieser Gebilde besteht eine Relation. 
Da sie sich allmahlich mit Eiweiff (vermutlich Globulin) anreichern, werden 
sie zu den ,,Proteinoplasten“ gerechnet. Die biologische Bedeutung konnte 
nicht geklart werden. Infolge ihrer Gréfe sind die Leukoplasten von Helle- 
borus corsicus ein giinstiges Demonstrationsobjekt fiir farblose Plastiden. 
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Uber den Plasmolytikumwechsel-Effekt 
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Kurt Casari 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 15 Textabbildungen 


(Eingelangt am 5. Marz 1953) 


I. Einleitung 


Gelegentlich ihrer Untersuchung iiber die Wasserpermeabilitat des Proto- 
plasmas trennen Huber u. Héfler (1930) erstmalig scharf die Einfliisse 
von Plasma- und Zellwandpermeabilitat auf Eintritts- und Riickgangs- 
geschwindigkeit der Plasmolyse und weisen auf die Bedeutung der bisher 
noch wenig bekannten Vorgange im ,,Vorraum”~ (dem Raum zwischen plas- 
molysiertem Protoplasten und Zellwand) hin. Das Ergebnis wird in folgende 
Worte gefaft: ,,.Fiir gewéhnlich ist das Plasma um so viel dichter als die 
Zellwand, daf der Wasseraustritt aus dem Plasma iiber das Plasmolyse- 
tempo entscheidet. Nur bei sehr hohem Zellwandwiderstand ... oder aber 
bei besonders geringem Plasmawiderstand ... kommt der Einflu& der Zell- 
wand gegeniiber dem des Plasmas zur Geltung (Huber u. Héfler 1930, 
S. 437). 

De Haan (1931) und Huber (1933) konnten feststellen, da der Kon- 
zentrationsausgleich zwischen Vorraum und Aufenlésung bei Spirogyra in 
KNO, und bei Allium-Innenepidermis in Rohrzucker nach % bis 1 Minute 
fast ganzlich abgeschlossen ist. 

Uber die Permeabilitat pflanzlicher Zellmembranen besiteht eine aus- 
gedehnte Literatur (Rippel 1918, Michaelis 1926, Brauner 1930, 
Forster 1933, Hertel 1939, Hirtel 1940, weitere Literatur dort und bei 
Kiister 1951). Der Extremfall auf diesem Gebiet ist die Eindellung beson- 
ders dichter Zellmembranen unter der Einwirkung konzentrierter Lésungen 
groRmolekularer Sioffe, z. B. die Cytorrhyse in Rohrzuckerlésung. Sie wurde 
besonders an Algen, Moosen und pflanzlichen Haaren beschrieben (Brilliant 
1927, Frenzel 1929, Forster 1933, weitere Literatur bei Kiister 1954). 
Schwiicher wirkt sich die Durchtrittshemmung der Zellwand gegeniiber ge- 
lésten Stoffen bei den von Héfler (1930), Huber u. Hofler (1930), 
de Haan (1931), und Huber (1933) beschriebenen Versuchsanordnungen 
und Zellmaterialien aus. 
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Neben der Dichtheit der Wand, ihren Einlagerungen und der Molekiil- 
groRe des diffundierenden Stoffes kommen als mafgebend fiir das Per- 
meationsvermégen durch die Zellwand noch der Quellungszustand der Wand 
und spezifische Léslichkeitseigenschaften der Stoffe in Betracht. 

Ich habe nun seit 1950 beobachtet, dafi der ungleiche Durchtrittswider- 
stand der Zellwand sich bei einem Wechsel isotonischer Lésungen verschie- 
dener Stoffe in Volumschwankungen allseitig umwandeter plasmolysierter 
Protoplasten und Wanderung der Protoplasten einseitig gedffneter Zellen 
geltend macht. Im Sommer 1952 erfuhr ich von der Existenz der Arbeit von 
Bennet-Clark and Bexon (1946), die dieselben Erscheinungen erstmalig 
beobachtet und beschrieben haben. Sie bezeidinen das Phinomen als 
»change of plasmolyticum effect“ (Plasmolytikumwechsel-Effekt). 
Zu dieser Arbeit wird in der Diskussion Stellung genommen werden, die von 
Bennet-Clark and Bexon verwendete Terminologie aber von Anfang an 
iibernommen. 


II. Methodik und Material 


Nach den vorliegenden Erfahrungen ist der Einfluf der Zellwandpermeabilitat 
auf den Plasmolysevorgang im allgemeinen nur in den ersten Sekunden bis Minuten 
nach dem Umlegen aus einer Lisung in die andere zu beobachten. Er wird besonders 
deutlich werden, wenn méglichst verschieden zellwandpermeable Stoffe in isotoni- 
schen Lésungen Anwendung finden. 

Es wurden volummolare Lisungen von Rohrzucker, Traubenzucker, 
Glyzerin, Harnstoff, KCl und CaCl, (simtl. puriss.) verwendet. Die Pra- 
parate stammten von der Firma Merk, Darmstadt, oder den Osterreichischen Heil- 
mittelwerken, Wien. Als Liésungsmittel diente Leitungswasser, nachdem sich heraus- 
gestellt hatte, da& die beobachteten Erscheinungen darin ebenso verlaufen wie bei 
Verwendung von aq. dest. oder bidest. Die isotonischen Lésungen wurden empirisch 
durch Plasmometrie (Héfler 1918) ermittelt. Die Schnitte wurden nicht entliiftet. 

Als Versuchsmaterial dienten die Innen- und Aufenepidermis von ruhenden 
Zwiebeln roter und ungefiarbter Varietiten von Allium cepa, Epidermis und 
Mesophyll von Vallisneria spiralis, die Stengelepidermis von Eranthis hiemalis und 
junge Wasserblitter von Salvinia. 

Die Schnitte wurden in Flaschchen plasmolysiert und nach Eintritt der perfekten 
Plasmolyse in eine Plasmolysekammer nach Collander (1949)-Url (1951) ein- 
gebracht, die zur Erleichterung der Diffusionsvorgiinge zwei Deckglasdicken hoch 
war. Nun wurden ein bis zehn fiir die plasmometrische Methode (Héfler 1918) 
giinstige Zellen ausgesucht und ihre Werte gemessen. Dann wurde eine Stoppuhr in 
Gang gesetzt und gleichzeitig die isotonischhe Lésung eines anderen Stoffes durch- 
gesaugt (in den Diagrammen mit ..PW* = Plasmolytikumwechsel bezeichnet). Die 
Lésungen wurden mit fein ausgezogenen Pipetten auf der einen Seite zugesetzt und 
zugleich auf der anderen Seite abgesaugt. Auf diese Weise konnte in 15—20 Sekun- 
den die 10- bis 15fache Menge des Kammervolumens durchgesaugt werden und 
eriibrigte sich ein Neigen des Mikroskops. 

In gewissen, aus den Diagrammen ersidhtlichen Zeitabstinden wurden die Langen 
der Protoplasten (I) gemessen und notiert. Um eine Konzentrierung der Lésung in 
der Kammer durch Verdunstung vom Rand her zu verhindern und Reste der vorher- 
gehenden Lésung, die aus dem Sdhnitt herausdiffundierten, zu entfernen, wurde von 
Zeit zu Zeit neue Lésung durchgesaugt (..D“ in den Diagrammen) oder der Schnitt 
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ins Flaschchen mit dem betreffenden Plasmolytikum eingelegt (,,Fl‘ in den Dia- 
grammen). 

Die Schnitte der Allium-Innenepidermis hafteten mit der nicht benetzbaren 
Flache am Deckglas, die anderen Schnitte wurden mit einem sehr kleinen Deckglas- 
splitter gegen den Boden der Kammer festgeklemmt. Die beobachteten Zellen blie- 
ben dadurch stets im Blickfeld. 

Beim Arbeiten mit permeierenden Stoffen (Harnstoff, Glyzerin) war es not- 
wendig, Zellobjekte mit schwach permeablem Plasma zu verwenden. da die 
Permeation auf die beobachteten Erscheinungen stérend wirkt. So ist z. B. die 
Harnstoffpermeabilitiét der Allium-Innenepidermis anscheinend wahrend des Som- 
mers bisweilen erhéht und variiert bei verschiedenen Rassen. Im Interesse einer 
langeren Lebensdauer der Protoplasten empfiehlt es sich, diese aus permeierenden 
Lésungen (Harnstoff) bald in Rohrzucker umzulegen, wo sich die Protoplasten wie- 
der erholen kénnen. Hiufig fand ich die Permeabilitat fiir KCl nach Aufenthalt des 
Schnittes in Harnstoff erhéht. 

Die Arbeiten wurden in den Jahren 1950 bis 1952 am Pflanzenphysiologi- 
schen Institut der Universitat Wien durchgefiihrt. Es sei mir gestattet, an 
dieser Stelle meinem verehrten Lehrer Herrn Prof. Dr. Karl Héfler und 
Herrn Prof. Dr. Richard Biebl, die mir jederzeit mit Rat und Hilfe zur Seite 
standen, meinen Dank abzustatten. Herrn Doz. Dr. Helmut Schindler danke 
ich fiir seine Hilfe bei der Herstellung der Zeichnungen. 


III. Versuche mit der Allium-Zwiebelepidermis 
A. Schnittmitte 


Beim Umlegen aus einer kleinmolekularen (-ionigen) Lésung (im folgen- 
den kurz ,,kleinmol.“ Lésung) in eine isotonische grofmolekulare (kurz 
grofmol.”) tritt eine vor- 











iibergehende Volumver- 

gréRerung des Protopla- % 

sten auf, beim Umlegen 

aus einer grofmol. Lé- 071 

sung in eine kleinmol. § 

eine voriibergehendeKon- 3 

traktion in geringerem 8&7) 

Mae (Abb.1)*. Diese N 

Erscheinung wurde, wie gs] 

erwahnt, von Bennet- 

Clark und Bexonent- 
deckt und soll im weite- te! i ee 4 0 by wt 50 Minuten 
ren mit dem von ihnen PW 


verwendeten Ausdruck Abb. 1. Allium cepa-Aufenepidermis, 1 Zelle. 
..Plasmolytikumwechsel- 0,95 GM Glyzerin, 0,9GM Rohrzucker. G = Plas- 
Effekt“ (change of plas- molysegrad nach Héfler (1918), PW = Plasmoly- 
molyticum effect) bezeich- _tikumwechsel, D = Durchsaugen neuer Lésungen 
net werden. derselben Zusammensetzung und Konzentration. 


1 Die sehr iibersichtlichhe Darstellungsweise in Volum-Zeit-Diagrammen der 
Protoplasten wurde bereits von Zehetner (1934), Bennet-Clark and Bexon 
(1946), Collander (1949) u. a. erfolgreich angewendet. 
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Das Zustandekommen dieser Volumschwankung méchte ich in folgender 
Weise zu erklaren versuchen: 

Wird die Zelle aus der Glyzerinlésung in isotonische Rohrzuckerlésung 
umgelegt (Abb. 1, erste Halfte), so ist anfanglich der Vorraum der Zelle mit 
Glyzerinlésung erfiillt, wird aber aufen von der Rohrzuckerlésung umspiilt. 

Zellsaft, Vorraum und Aufenlésung haben denselben osmotischen Wert. 
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Abb. 2. Schema. Die Dichte der Punktierung deutet den osmotischen Wert der be- 

treffenden Lésung an. Die dicken Pfeile geben die Richtung des osmotischen Wert- 

Gefialles und damit die Bewegungsrichtung des Meniskus, die diinnen die Richtung 

der Diffusion an. Die Pfeillange versinnbildlicht die verschiedene Diffusionsgeschwin- 
digkeit der einzelnen Stoffe. 


Nun versuchen sowohl die Rohrzucker- als auch die Glyzerinlésung, die 
partiale Konzentrationsdifferenz zwischen Vorraum und Aufenlésung durch 
Diffusion auszugleichen. Die Zellwand ist aber fiir die kleinen Glyzerinmole- 
kiile leichter permeabel als fiir die groRen Rohrzuckermolekiile, so daft das 
Glyzerin schneller aus dem Vorraum herausdiffundiert, als der Rohrzucker 
hereinkann. Es ergibt sich eine voriibergehende Verringerung des osmoti- 
schen Wertes im Vorraum. Dieser sinkt sehr rasch ab und steigt dann wie- 
der langsam bis zur urspriinglichen Griéfe an. : 

Der osmotische Wert des Vorraumes liegt also in der ersten Phase des 
Plasmolytikumwechsel-Effektes unter dem der Auffenlésung und dem des 
Zellsaftes (Abb. 2 a). 

Die hypertonische Aufenlésung entzieht weiterhin dem Vorraum Was- 
ser, bis die Spannung der Wand der Differenz der osmotischen Werte 
Oausentssung—Ovorraum entspricht. Zellen mit dichten, aber schwachen Zell- 
wanden (basale Zellen der Wasserblatter von Salvinia) zeigen daher eine 
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der Cytorrhyse vergleichbare Eindellung der Zellwand. Bei starkeren Zell- 
wanden ist die Verminderung des Zellvolumens zwar gering, der auf die ent- 
spannte Zelle bezogene Plasmolysegrad G ist aber nicht absolut vergleichbar. 


Zellsaft und Vorraum sind nicht durch die starre Zellwand, sondern durch 
den formverinderlichen Protoplasmaschlauch voneinander getrennt. Die 
Wasserpermeabilitat des Protoplasmas ist viel kleiner als die der Zellwand, 
der Protoplast kann aber sein Volumen durch Wasseraufnahme gegeniiber 
dem des Vorraumes vergréfRern. 


Entsprechend dem osmotischen Wert Gefille der Vakuole gegeniiber dem 
Vorraum (Ovakuole—Ovorraum) dehnt sich nun der Protoplast, so schnell es 
ihm seine Wasserpermeabilitat gestattet °, 
aus *, 6 


10 
Nachdem der Protoplast den osmoti- 


schen Wert des Vorraumes erreicht hat, 
und das tritt auf alle Fille erst ein, wenn oF 
sich die osmotische Wertschwankung des 
Vorraumes schon wieder am absteigenden 


Ast befindet (Abb. 2b), zieht sich der Proto- 3” 
plast wieder zusammen, ein Vorgang, der 8 
im allgemeinen ahnlich wie beim ersten 877) 
Plasmolyseeintritt verlauft (Abb. 2c). g 
Beim Umlegen aus dem groftmol. Plas- 06+ 
molytikum ins kleinmol. (Abb. 1, zweite 
Hialfte) erfolgen die ganzen Vorgange in a 


umgekehrter Richtung, der Vorraum ist 
voriibergehend hypertonisch, saugt aus der 
Aufenlésung und aus der Vakuole Wasser 6 Se ee 
an, der Protoplast zieht sich zuerst schnell fate * agua dest 

zusammen und dehni sich dann langsamer 

wieder aus. Abb. 3. Allium cepa-Aufenepi- 


In diesem Fall bewirkt der Zustrom von dermis, 1 Zelle. 0,95GM Trau- 
Wasser aus der Aufenlésung in den Vor- benzucker. Bezeichnungen siehe 
raum eine Erhéhung des Druckes in der Abb. 1. 

Zelle und somit eine VolumsvergréRerung 
derselben, die Zellwand ist nicht mehr entspannt, der Plasmolysegrad G 
ist daher nicht mehr absolut vergleichbar (vgl. auch S. 430). 








2 Die GréBe der Wasserpermeabilitét nimmt auf den Verlauf des Plasmolytikum- 
wechsel-Effektes groRen Einflu&, denn sie bedingt die Geschwindigkeit des Plasmo- 
lyseeintrittes und -riickganges. Die Wasserpermeabilitat und die sie beeinflussenden 
Faktoren wurden von Héfler (1930, 1949, 1950), Huber u. Héfler (1930), Huber 
(1933), de Haan (1933, 1934, 1935), Levitt, Scarth and Gibbs (19356), Seemann 
(1949, 1950), Myers (1951) (weitere Literatur in diesen Arbeiten), eingehend unter- 
sucht. 

3 Wenn der osmotische Wert des Protoplasten unter den der Aufenlésung ge- 
sunken ist, entzieht diese dem Protoplasten, wenn auch langsamer als dem Vorraum, 
Wasser. Es treten.daher auch Abhebungen der Protoplasten von den Lingswanden 
der Zellen auf. 
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Diese VolumsvergroéRerung der Zelle wird besonders deutlich, wenn man 
eine Zelle in einer groRmol. Lésung plasmolysiert und dann in reines Wasser 
einlegt (Abb. 2d). In diesem Falle ist der Vorraum anfanglich gegeniiber 
der Auftenlésung besonders stark hypertonisch und saugt aus ihr kraftig 
Wasser an. Die Vergréferung des Zellvolumens bewirkt anfanglich eine 
Verkiirzung der Protoplastenlange | und damit eine scheinbare Verklei- 
nerung des Plasmolysegrades G (Abb. 3). 
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Abb. 4. Allium cepa-Innenepidermis, 1 Zelle. 0.57 GM Rohrzucker, 0,69 MG Trauben- 
zucker, 0,70GM Harnstoff, 0,38GM KCl. Bezeichnungen siehe Abb. 1. 


Der Gedanke war naheliegend, daft die Intensitat der Volumschwankung 
beim Plasmolytikumwechsel-Effekt in einer gewissen Abhangigkeit von der 
Differenz der Molekiil- (Ionen-) Gréfe der einander abwechselnden Lésun- 
gen steht. Nicht alle Zellen ein und desselben Schnittes zeigen den Plasmo- 
lytikumwechsel-Effekt in gleichem Mafe. Aus diesem Grunde habe ich ein 
und dieselben Zellen auf ihr Verhalten bei mehrmaligem Wechsel des 
Plasmolytikums untersucht. Abb. 4 gibt einen Versuch wieder, in dem Lésun- 
gen von vier verschiedenen Molekiil- (Ionen-) Gréfen verwendet wurden, 


und zwar: Rohrzucker (RZ) > Traubenzucker (TZ) > Harnstoff (Hst) > KCl. 
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Die Abhangigkeit der Ausdehnung von der Groéftendifferenz der Lésungs- 
teilchen wird deutlich, wenn man vergleicht: Die Volumschwankungen beim 
Umlegen KCI—RZ (1, 12), KCI—TZ (10) und KCl—Hst (5) oder KCI—RZ 
(1, 12) und TZ—RZ (8). Eine Ausnahme bildet hier der Harnstoff mit seinen 
besonders starken Volumanderungen beim Umlegen in Rohrzucker. 

Der Plasmolytikumwechsel-Effekt ist bei groften Differenzen in der 
GréRe der einander abwechselnden Liésungsteilchen so stark, daf er sogar 
aufiritt, wenn das gromol. Plasmolytikum wesentlich konzentrierter ist als 
das kleinmol. (Abb. 5). Selbstverstandlich entsteht die anfangliche Aus- 
dehnung durch Summierung von wirklicher Ausdehnung durch den Plasmo- 
lytikumwechsel-Effekt und der scheinbaren, 
die eine Folge des starken Wasseraustrittes 
aus dem Vorraum in die Aufenlésung und 
damit der Volumverkleinerung der Zellen 
darstellt (vgl. S. 430). ” 

Auf den ersten Blick iiberraschend scheint die 
Tatsache, da& die Ausschlige der Kurven nach 
unten (gro&Rmol.—kleinmol.) stets viel geringer 
sind als die nach oben (kleinmol.—grofmol.). 

Man k@énnte denken, daf schwer sichtbare, 
ganz geringe seitlichhe Abhebungen von der joe Live all 
Wand* hiebei eine gewisse Rolle spielen; im ‘ 

Falle starkerer Abhebungen wurden die Werte \o 
dieser Zellen erst wieder notiert, wenn mefbare . 
Formen auftraten (vgl. Abb. 5). 047 ‘ 

Auch entspricht z. B. in Abb.4 einer Ver- 

minderung des osmotischen Wertes der Vakuole 
um 3atm eine Vergréferung des Plasmolyse- : 0 20 Minuien 
grades G um 0,15, einer Erhéhung um 3 atm aber ay Aohrzucker 
nur eine Zusammenziehung um 0,1 (der osmo- 
tische Wert der verwendeten Lésungen betraigt Abb. 5. Allium cepa-Innenepi- 
nah Ursprung [1938] ungefahr 30atm.). dermis, 2 Zellen. 0,28GM KCl. 
Weiter hat beim Umlegen aus einem kleinmol. 0.75GM Rohrzucker. Bezeich- 
Plasmolytikum: in ein grofmol. der an und fiir nungen siehe Abb. 1. 
sich leichter (schneller) diffundierende kleinmol. 
Stoff auch noch die giinstigere Diffusionsrichtung in die Aufenlésung, in der seine 
Konzentration konstant als Null angesehen werden kann; der schwerer (langsamer) 
diffundierende groRmol. Stoff muff aber in den Vorraum gegen seine stindig stei- 
gende Konzentration eindringen. Im umgekehrten Falle, das heift beim Umlegen 
aus dem grofmol. Plasmolytikum ins kleinmol., hat der grofmol. Stoff die giin- 
stigere und der kleinmol. Stoff die ungiinstigere Diffusionsrichtung *. 

So betrigt der osmotische Wert. des Vorraumes beim Umlegen aus dem kleinmol. 
ins groRmol. Plasmolytikum im Maximum der Schwankung ungefiahr ein Drittel 
der Auenlésung, und der Konzentrationsaustausch wird etwas linger dauern 
(Ausdehnungen bis zur Grenzplasmolyse, z. B. in Abb. 4). Im umgekehrien Falle 
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* Diese entstehen, wenn zwischen Protoplast und Zellwand kleine Lésungs- 
trépfchen verblieben sind, die auch kleine Vorriume darstellen. 

5 Diese Uberlegung findet ihren mathematischen Ausdruck in den von Bennet- 
Clark and Bexon (1946, p. 12) verwendeten Diffusionsformeln (siehe S. 441). 
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ist der osmotische Wert des Vorraumes im Maximum der Schwankung aber nur 
ungefahr 1,5mal so hoch wie der der Aufenlésung, und die Diffusionsvorgange 
werden schneller abgeschlossen sein (vgl. Abb. 15). 

Die Dauer des: Plasmolytikumwechsel-Effekts steigt mit den Diffusions- 
schwierigkeiten von der Aufenlésung bis in den Vorraum, d. h. mit der 
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Abb. 6. Allium cepa-Aufenepidermis, 35 Zellen, Schnitt 2 Zellschichten dick. 


0,5 GM KCl, 0,93 GM Glyzerin, 0,75 GM Rohrzucker. Fl = Schnitt im Flaschchen auf 
der betreffenden Lésung schwimmend aufbewahrt, andere Bezeichnungen siehe Abb. 1. 


Schnittdicke. Die Abbildungen 6 und 7 zeigen das Verhalten der Zellen von 
zwei verschieden dicken Schwesterschnitien der Allium-Aufenepidermis. 
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Abb. 7. Allium cepa-Auenepidermis, 3 Zellen, Schnitt 4 bis 5 Zellschichten dick, die 

beobachteten Zellen lagen in der 6. und 7. Zellreihe vom Schnittrand. Konzentration 

der Lésungen wie bei Abb. 6. © = Die Zellen der Schnittmitte sind noch fast voll- 
kommen deplasmolysiert. Andere Bezeichnungen siehe Abb. 1. 





Beim diinnen Schnitt (Abb. 6) hat die Zusammenziehung bei der zweiten 
Messung (nach 1% bis 2 Min.) stets schon wieder begonnen, beim dicken 
Schnitt (Abb. 7) dauert die Ausdehnung langer an und erfolgt viel lang- 
samer. Im gleichen Sinne ist bei dickeren Schnitten eine Verlangsamung des 
Plasmolytikumwedchsel-Effekts mit der Entfernung der Zelle vom Schnitt- 
rand festzustellen. Es war hiebei (die Schnitte waren, wie erwahnt, nicht 
entliiftet) fiir das Ergebnis von untergeordneter Bedeutung, ob die Schnitte 
gegen den Boden der Kammer zu oder gegen das Deckglas zu festgeklemmt 
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waren, d. h., ob der Deckglassplitter iiber oder unter dem Schnitte lag. Die 
Protoplasten der im Schnittinnern liegenden Zellen bleiben haufig langere 
Zeit im Zustand der stirksten Ausdehnung stehen und beginnen dann erst 
mit der Zusammenziehung. 

Die langere Dauer der Volumschwankung bei gréferer Schnittdicke und 
Entfernung vom Schnittrand hat wohl vor allem zwei Griinde: 1. ist die 
Fliissigkeitsschichte diinner, die in der Kammer iiber oder unter dem Schnitte 
verbleibt, es sind also die Diffusionsvorginge mit und in der Aufenlésung 
erschwert, 2. miissen die Stoffe, 
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der Plasmolytikumwechsel-Ef- 
fekt beim Umlegen aus einer 
sehr kleinmol. in eine sehr 
groRmol. Lésung auch ma- 
kroskopisch zu erkennen. Die 
plasmolysierten Protoplasten 
erscheinen als winzige dunkel- Abb. 8. Halbschematische Darstellung des 
rote Piinktchen. Beim Umlegen Schnittrandes. Die Pfeile deuten Richtung, 
in die groRmol. Lésung begin- Geschwindigkeit und Starke der Wanderung 
nen die Piinktchen ineinander der Protoplasten (Tonoplasten) beim Umlegen 
iiberzuflieBen (Plasmolyseriick-  2US KCl in Rohrzucker an. T = Tonoplasten, 
gang), was eine hellere, diffuse 1—4 siehe im Text. 
Rotfarbung des Schnittes zur 

Folge hat. Nach kurzer Zeit lést sich die diffuse Rotfarbung wieder vom 
Rand her gegen die Mitte zu in Piinktchen auf (neuerliche Plasmolyse- 
zunahme). 





Schaittrand 














B. Schnittrand 


Die Beobachtungen wurden zuerst an der Innenepidermis, dann aber vor 
allem an der resistenteren Aufenepidermis von Allium cepa durchgefiihrt. 

Plasmolysierte Gewebeschnitte wurden mit einer scharfen Rasierklinge 
normal auf die Langserstreckung der Zellen durchschnitten (Kiister 1910, 
Seifriz 1928, Huber u. Héfler 1930, S. 451—463, Chambers u. Héfler 
1931, Bennet-Clark and Bexon 1946). Wir finden am Schnittrand vier 
Arten von Zellen vor (Abb. 8): 1. tote Zellen, 2. Zellen, die nur Teilproto- 
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plasten enthalten, 3. einseitig gedffnete Zellen mit intakten Protoplasten 
und 4. allseitig geschlossene Zellen. 

Beim Umlegen aus der kleinmol. Lésung in die isotonische grof{mol. wan- 
dern die Protoplasten der einseitig gedffneten Zellen innerhalb der Zellen 
gegen die Schnitimitte zu (Zelle 3). Beim Umlegen aus der groftmol. Lésung 
in die kleinmol. erfolgt die Wanderung in umgekehrier Richtung, dem 
Schnittrande zu. Auch dieses Phanomen wurde von Bennet-Clark and 
Bexon beobachiet und als ,,piston-effect™ bezeichnet. 


Wird der Schnitt aus der kleinmol. Lésung in die grof{mol. umgelegt, so 
herrschen im schnittseitigen, geschlossenen Vorraum die von der Schnittmitte 
her bekannten Ver- 
haltnisse, im rand- 
seitigen, offenen Vor- 
raum herrschen die 
stets gleichbleibenden 

Verhialtnisse der 
Aufenlésung. Der Pro- 
toplast nimmt also 
einerseits Wasser aus 

dem geschlossenen, 

hypotonischen __- Vor- 
raum auf und gibt 
es wieder an _ die 
Aufenlésung im offe- 
nen Vorraum ab, an- 
dererseits wird er, da 
die Aufenlésung dem 
geschlossenen Vorraum 
ebenfalls Wasser ent- 
zieht, passiv gegen 
das geschlossene Ende der Zelle zu angesaugt (Abb. 9). Das Haft- 
vermégen des Protoplasmas an der Wand stellt dieser Verschiebung 
der Protoplasten einen nicht unbedeutenden Widerstand entgegen, was 
sich in der Ausbildung Hechtscher Faden, konkaver Meniskusformen und 
Ansammlung des Protoplasmas am Hinterende schnell wandernder Proto- 
plasten ausdriickt. Bei besonders hohen Wanderungsgeschwindigkeiten 
kénnen auch Plasmateile an der Wand zuriickbleiben und abreifen. Nach 
Abschluf der Wanderung befindet sich das Plasma in einer gewissen Span- 
nung und zieht den Protoplasten haufig wieder ein Stiick zuriick. Soweit 
die Versuche Messungen zulassen, zeigen die offenen Zellen im Verhaltnis 
zu den allseits geschlossenen der Schnittmitte beim Plasmolytikumwechsel 
nur geringe Volumschwankungen. 













Lpierms 
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Abb. 9. Schema der Verhaltnisse in einer einseitig ge- 

éffneten Epidermiszelle beim Umlegen aus einem klein- 

mol. in ein isotonisches grofmol. Plasmolytikum. Die 

Dichte der Punktierung deutet den osmotischen Wert 

der betreffenden Lésung an. Die Pfeillange versinn- 

bildlicht die verschiedene Diffusionsgeschwindigkeit der 
einzelnen Stoffe. 


Beim Umlegen aus einem groftmol. Plasmolytikum in ein kleinmol. ent- 
steht im geschlossenen Vorraum ein osmotischer und hydrostatischer Uber- 
druck und der Protoplast wandert gegen das offene Ende der Zelle zu. Wenn 
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der geschlossene Vorraum groft war, werden die Protoplasten manchmal aus 
ihren Zellen herausgetrieben. 

Huber und Héfler haben bei ihren Deplasmolyseversuchen ebenfalls eine 
derartige Wanderung beobachtet. Sie legten plasmolysierte Schnitte von Allium- 
Auftenepidermis, die ebenfalls quer durchschnitten waren, in weniger konzentrierte 
Lésungen um. Hiebei wanderten die Protoplasten der offenen Zellen dem Schnitt- 
rande zu oder traten sogar aus der Zelle heraus. Die Autoren kommen zu derselben 
Erklarung: ,,Vielleicht handelt es sich bei dieser Erscheinung um eine Osmometer- 
wirkung des durch den Protoplasten gleichsam zugepfropften Zellwandzylinders: 
Das Wasser dringt in den hinter dem Protoplasten liegenden Vorraum schneller ein 
als der geléste Stoff heraus, und der Uberdruck treibt den Protoplasten aus. Die 
Erscheinung ist in der Zuckerlésung auch entsprechend stérender als in Salz, das die 
Zellwand rascher durchdringt. Vielleicht darf man aus dem Ausmaf solcher Proto- 
plastenverschiebungen sogar auf den Durchtrittswiderstand der Zellwand gegen die 
gelésten Stoffe schliefen“ (Huber u. Héfler 1930, S. 443). 

Leider war mir eine genaue Messung der Wanderungsdauer wegen der 
Unregelmafigkeit der auftretenden Formen meist nicht méglich. Sie be- 
tragt beim Umlegen aus Rohrzucker in ein kleinmol. Plasmolytikum in der 
Innenepidermis um 1 Minute (vgl. De Haan 1931, Bennet-Clark 
a. Bexon 1946), bei der Aufenepidermis ist sie zwei- bis fiinfmal héher. 
Die Werte sind sehr vom verwendeten Material abhangig. Die Wanderungs- 
dauer beim Umlegen aus Traubenzucker in ein kleinmol. Plasmolytikum 
betragt ungefahr die Halfte bis ein Drittel jener beim Umlegen aus Rohr- 
zucker. 

Auch die allseitig umwandeten Zellen des Schnittrandes zeigen die 
Wanderung in geringem Mafte: Im randseitigen Vorraum werden auch die 
an tote Nachbarzellen grenzenden Wande von der Aufenlésung, die die toten 
Zellen erfiillt, umspiilt (z. B. Zelle 4’ in Abb. 8). Die fiir die Diffusion in 
Frage kommende Wandflache im Verhaltnis zum Volumen des Vorraumes 
ist daher viel gréfer als im schnittseitigen, d. h. nach innen gelegenen 
Vorraum, wo nur die dichtere Aufenwand direkt von der Aufenlésung 
umspiilt wird. Der Konzentrationsaustausch ist im randseitigen Vorraume 
schon abgeschlossen, wenn er im schnittseitigen noch in vollem Gange ist; 
es herrschen also nach einiger Zeit in den randstandigen, allseitig ge- 
schlossenen Zellen ahnliche Verhaltnisse wie in einseitig gedffneten Zellen. 
Je gréRer die von der Aufenlésung umspiilte Wandflache des randseitigen 
Vorraumes im Verhialtnis zu seinem Volumen ist, um so friiher und starker 
tritt die Wanderung auf (vgl. Abb: 8). 


C. Nackte Protoplasten 


Die Versuche wurden mit Schnitten der Aufenepidermis von Allium 
cepa, die mit einem Deckglassplitter von oben am Boden der Kammer 
fixiert waren, durchgefiihrt. Der Protoplast wurde durch ein- bis mehr- 
maligen Wechsel des Plasmolytikums aus der gedffneten Zelle her- 
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ausgetrieben® und blieb unmittelbar neben dem Schnittrande auf dem 
Boden der Kammer abgekugelt liegen. War der Schnitt in der Kammer so 
orientiert worden, daft die gedffnete Seite der offenen Zellen strémungs- 
abgewandt lag, so wurde der nackte Protoplast beim Durchsaugen neuer 
Lésung meist nicht fortgeschwemmt, da die Strémung durch den vor- 
gelagerten Schnitt iiber ihn hinweg abgelenkt wurde. Auferdem konnte 
vergleichsweise das Verhalten allseitig umwandeter und einseitig ge- 
6ffneter Schwesterzellen beobachtet werden. Nach Erhalt der Arbeit von 
Bennet-Cliark and Bexon (1946) wurde auch vergleichsweise nach der 
dort beschriebenen Methode gearbeitet. 


Wiahrend die allseitig umwandeten Zellen Volumschwankungen und 
die offenen Zellen die bekannten Protoplastenverschiebungen zeigten, 
waren an den nackten Protoplasten beim Wechsel des Plasmo- 
lytikums keine derartigen Vorgange zu erkennen. 


Beim Umlegen aus KCl in Rohrzucker zeigten die Zellen der Schnitt- 
mitte durchschnittliche Volumschwankungen im Verhialtnis 2:3, was einer 


8 
VergréRerung des Durchmessers der nackten Protoplasten von 1 auf 15, 
d. h. um 14% entsprochen hitte. Bei einem Durchmesser von 20 bis 
30 Teilstrichhen im Okularmikrometer waren das 2,8 bis 4,2 Teilstriche; 
in keinem Falle war eine derartige Schwankung zu erkennen. Bei langerem 
Liegen in Rohrzucker traten manchmal leichte Abweichungen von der Kugel- 
gestalt auf, die, wie Versuche mit farblosem Material zeigten, auf Plasma- 
ansammlungen, -stromungen und Strangbildung im Protoplasten zuriick- 
gehen, wie sie von den umwandeten Zellen her bekannt sind und die die 
Intaktheit der Protoplasten beweisen. 


Nach mehrmaligem Umlegen sterben die umwandeten Epidermiszellen 
durch die Beanspruchung beim Plasmolytikumwechsel-Effekt nacheinander 
ab; die nackten, freiliegenden Protoplasten weisen mitunter selbst nach 
30- bis 40maligem Umlegen in kiirzeren Abstainden noch keine Schadi- 
gung auf. 


Nach Absterben der Epidermiszellen wurden auch vergleichsweise die 
Volumschwankungen abgekugelter, umwandeter Protoplasten in Par- 
enchymzellen beobachtet. Sie entsprechen durchaus den an langgesireckten 


® Verhaltnismafig haufig ist dies zu erreichen, wenn man die langgestreckten 
Zellen der Schuppenbasis in konzentrierter Rohrzuckerliésung plasmolysiert und 
nach dem Durchschneiden des Schnittes die kleiner molare Lésung jenes osmotischen 
Wertes durchsaugt, mit dem die folgenden Versuche gemacht werden. Man erreicht 
damit, daf die schnittseitigen (geschlossenen) Vorraiume der einseitig geéffneten 
Zellen besonders grof sind und viel Rohrzuckermolekiile enthalten, beides Faktoren, 
die eine starke Wanderung der Protoplasten verursachen. Um eine Schaidigung 
durch zu schnelle Wanderung hintanzuhalten, kann man eine Stufenfolge von immer 
kleinmolekulareren Lésungen verwenden. Man hat die Protoplasten auch wahrend 
ihres Austrittes aus den Zellen unter Beobachtung und kann dadurch von vornherein 
geschidigte oder Tonoplasten von weiteren Beobachiungen aussdhlieRen. 














Uber den Plasmolytikumwedchsel-Effekt 439 


Die hohere Resistenz der abgekugelten Parenchymprotoplasten gegen- 
iiber den Epidermiszellen fiihrt zur Vorstellung, da die Schadigung beim 
Plasmolytikumwechsel-Effekt mehr auf die Reibung an der Wand und die 
ungleichmaRige Beanspruchung von Menisken und Lingswanden der Proto- 





plasten als auf die rein 
osmotischen Beanspru- 
chungen zuriickgeht; bei 
den rings freiliegenden, 
abgekugelten, aber um- 
wandeten Parenchym- 
protoplasten ist die ganze 
Oberflaiche  gleichmafig 
den wechselnden Bedin- 
gungen des Plasmolyti- 
kumwechsel-Effektes aus- 
gesetzt und es erfolgt 
keine Reibung an der 
Wand. Aud polygonale 
Epidermiszellen zeigen 
eine langere Lebensdauer, 
und die besonders stark 
auf Reibung beanspruch- 
ten, einseitig gedffneten 
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Abb. 10. Allium cepa-Zwiebelschuppe. 0,5 GM KCl, 
0,75 GM Rohrzucker. o—o—o—o = umwandeter, abge- 
kugelter Parenchymprotoplast, »———x = nackter 








: : a x 
Zellen werden im allge- Epidermisprotoplast. —— = Volumen der Proto- 


meinen sehr bald ge-_ plasten, d in Teilstrichen des Okularmikrometers. 
schadigt. Andere Bezeichnungen siehe Abb. 1. 


IV. Versuche mit Zellen anderer Pflanzen 


Die Protoplasten der Epidermis- und Mesophylizellen von Vallisneria 
zeigten trotz ihrer leicht durchlassigen Zellwand starke Volumschwankungen 
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Abb. 11. Vallisneria spiralis-Epidermis, 2 Zellen. 0,46 GM Rohrzucker, 0,52 GM Trau- 
benzucker, 0,28 GM KCl. Bezeichnungen siehe Abb. 1. 


beim Wechsel des Plasmolytikums, was wohl auf ihre hohe Wasserpermeabi- 
litat zuriickgeht (Abb. 11, 12). 

Bei jungen Wasserblattern von Salvinia (i—3 mm lang) zeigten die basa- 
len Haarzellen hingegen beim Wechsel des Plasmolytikums Cytorrhyse 
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(vgl. S. 430), die Protoplasten der distalen zeigten iiberhaupt keine Volum- 
schwankungen. Dies ist neben der erschwerten Diffusion bis zu den dichter 
beieinander liegenden Basiszellen wohl auf eine von der Basis zur Spitze 
des Haares abnehmende Dichtheit der Wand zuriickzufiihren, die sich auch 
in einer Gelbfarbung der Zellwande der Basiszellen ausdriickt. Verwendbar 

sind héchstens die Werte der 
6 mittleren Zellen (Abb. 13). Die 








08 Kleinheit der Volumschwan- 
i kungen kann auf zwei Ur- 
S a7 sachen zuriickgefiihrt werden: 
SS Die Schnelligkeit der osmoti- 
5 schen Wert-Schwankung im 
S06) Vorraum (leicht durchlassige 

; Wand, Konzentrationsaus- 

Os r = : sienna tausch mit der Aufenlésung 
Kei Robreucker CL. Travniliv” durch die gesamte Wand des 

fy yt Vorraumes* und die geringe 


Abb. 12. Vallisneria spiralis, Mesophyll, 1 Zelle. Wasserpermeabilitét des Sal- 
Konzentration wie bei Abb. 11. Bezeichnungen ovinia-Protoplasmas (Huber 
siehe Abb. 1. u. Héfler 1930, Seemann 

1949, 1950). 

Die Ergebnisse mit Eranthis hiemalis gleichen denen mit der Allium- 
Aufenepidermis. 

Die untersuchten osmotischen und hydrostatischen Druckschwankungen 
im Vorraum sind fiir alle Versuchsanordnungen von Bedeutung, in denen 
plasmolysierte Zellen mit festen, relativ starren Zellwanden einem Wechsel 
der umgebenden Lé- 
sung ausgesetzt sind, 


: } Bd 
sowohl bei Wechsel § 
des osmotischen Wer- $,,.K a ee 
tes der Lésungen als 8 - ~ 4 4¢ 
g 14 . + 





auch bei Wechsel der 
Groéfe der Lésungs- 


teilchen. Sie beschrin- 
ken sich jedoch, jenach Abb. 15. Salvinia natans, 1 Haarzelle des Wasserblattes. 


Versuchsanordnung 0.2GM KCl, 0,35GM Traubenzucker, 0,31GM Rohr- 
und Material, auf die zucker. eingeschl. = Kammer voriibergehend seitlich mit 
ersten Sekunden bis Vaseline verschlossen, andere Bezeichnungen siehe 
Minuten nach dem Abb. 1. Berichtigung: Auf der Abszisse (nach Rohr- 
Umlegen. zucker ober PW) lies 120 statt 20. 


' Se 0 4 10 20 25 Minuten 
ACI Rohrzucker Travbenzucker Rohrzucker 
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V. Diskussion 


Bennet-Clark and Bexon (1946) beobachteten in der Allium-Innen- 
epidermis Volumschwankungen der Protoplasten beim Umlegen aus plas- 
molysierenden Elektrolytlésungen (KCI, NaCl, CaCl,, LaCl,) in plasmoly- 


7 Vgl. auch S. 437, allseitig umwandete Zellen. 
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tisch gleich stark wirksame Rohrzuckerlésung und umgekehrt. Es.ist das das 
Grundphanomen, das ich, ohne noch diese Arbeit zu kennen, auch meiner- 
seits beobachtet und untersucht habe. Die der Arbeit von Bennet-Clark 
and Bexon (1946) entnommene Abb. 14 (dort Fig. 2, p. 7) zeigt fast véllige 
Ubereinstimmung mit den in der vorliegenden Arbeit veréffentlichten Kur- 
ven. Sie nannten diese Erscheinung ,,change of plasmolyticum effect“, ich 
spreche im gleichen Sinne vom Plasmolytikumwechsel-Effekt. 

Bei der Interpretation diskutieren die Autoren zwei Méglichkeiten zur 
Erklarung dieser Erscheinung: 1. eine osmotische, die der von mir vertretenen 
gleicht, und 2. eine grundsatzlich andere, wonach elektrophoretische Vor- 
gange im Protoplasma fiir die Volumschwankungen verantwortlich sind. Die 
Autoren entscheiden sich fiir 
eine Synthese aus diesen zwei 
Moglichkeiten als vorlaufige Ar- 
beitshypothese (initial working 
hypothesis). 

Zur Durchfiihrung ihrer Ver- 
suche bedienten sie sich einer 
Durchstrémungskammer. Die 
osmotischen Werte der vergliche- 


= 
SS 
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Percentage of original volume 
8 
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wurden kryoskopisch bestimmt RS 8 S 
und sind in Atmospharen an- ”) : . ——— tts 
; ; 0 00 20 3 0 soo 1400 
gegeben. Die Verfasser weisen Time in minutes 


darauf hin, da® die isotonischen per vee ‘ ee 

K ffi . Fitti 1917 le » 1g. aus ennet- ar = 

ee ee Bexon (1946), S. 7. Allium cepa-Innenepi- 

dermis, 1 Zelle. 27,9 atm. KCl, 31,6 atm. Rohr- 

zucker. Rohrzucker = Vakuolenvolumen, Ab- 
szisse = Zeit in Minuten. 


der Elektrolytlésungen gréfer 
sind als die der physikalischen 
Chemie (vgl. Brauner 1947, 
Studener 1948, Huber 1949, 
Bogen 1951). 

Bennet-Clark und Bexon arbeiteten vor allem mit der Allium-Innen- 
epidermis; vergleichsweise Versuche mit Beta-Wurzel- und Blattgewebe 
sowie T'radescantia-Blattgewebe brachten ahnliche Ergebnisse. 

Um sich von den osmotischen Verhaltnisse im Vorraum wahrend des 
Plasmolytikumwechsel-Effektes ungefahr ein Bild machen zu kénnen, be- 
rechneten die Verfasser an Hand der Formeln 


t= 2,3 0/m Ulin i Co fiir die Diffusion eines Stoffes aus dem 
me - 810 © C; Vorraum in die Aufenlésung und 
t=2, 3 VE C fiir die Diffusion eines Stoffes in den 


he 

k’ on 5 0810 Ge C,.—C’, © Vorraum 

die osmotischen Verhiltnisse i in einer wiirfelférmigen Zelle von 0,01 cm Kan- 
tenlange, wenn sie aus Rohrzucker in eine isotonische KCI-Lésung umgelegt 
wird. (¢ = Zeitdauer seit dem Umlegen, vp = Volumen und S = Wandflache 
der Zelle, 1, — Dicke der Zellwand, k = Diffusionskonstante, Cp = innere 
Molarkonzentration am Beginn und C; bzw. C’; nach der Zeit t, C’p) = aiuRere 
Molarkonzentration.) Gestiitzt auf Beobachtungen von Skene (1943) an 


Protoplasma, Bd. XLII/4. 31 
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Beta-Zellen, nehmen sie fiir KCl eine Diffusionsverzégerung um das 50- 
fache, fiir Rohrzucker um das 100fache gegeniiber der in Wasser an, S, o 
und |, sind konstant. Sie gelangen zu der in Abb. 15 dargestellten Kurve. 


Dieses Schema gibt ein anschauliches qualitatives Bild von den osmoti- 
schen Vorgiangen in der angenommenen wiirfelférmigen Zelle. Eine quan- 
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d FINE SG, Oe 6 7 Sekunden 
Abb. 15. Unter Verwendung der Abb. 7 aus 
Bennet-Clark and Bexon (1946), p. 15. 
Zeitlicher Verlauf der osmotischen Verhiiltnisse 
im Inneren eines Wiirfels von 0,4 mm Kanten- 
lange, der mit Rohrzuckerlésung (osmot. 
Wert = 100) erfiillt ist und in isotonische KCI- 
Lésung umgelegt wird. Von den beiden spie- 
gelbildlichen Kurven zeigt die ausgezogene 
den osmotischen Gesamtdruck in der Zelle 
beim Umlegen aus Rohrzucker in KCl, die 
unterbrochene die beim Umlegen aus KCl in 
Rohrzucker (bei Beriicksichtigung der umge- 
kehrten Diffusionsrichtung wiirde sie noch 
etwas ausgepragter sein). Bezogen auf eine 
plasmolysierte Zelle, deren Protoplast anfang- 
lid: den osmotischen Wert der Aufenlésung 
zeigte (100), erkennt man, daf sich der osmo- 
tischhe Wert des Vorraumes im Maximum 
der Schwankung zu dieser urspriinglichen 
Vakuolenkonzentration beim Umlegen aus 
Rohrzucker in KCl wie 1 zu 0,56, beim Um- 
legen aus KCI in Rohrzucker aber wie 1 zu 3 
verhiilt. 


titative Auswertung fiir die 
Allium-Innenepidermis — stéft 
allerdings auf Schwierigkeiten, 
da beim Plasmolytikumwech- 
sel-Effekt der direkte Kon- 
zentrationsaustausch mit der 
Aufenlésung nur durch die 
zwei nicht an Nebenzellen 
grenzenden Wande stattfinden 
kann* (nicht sechs wie beim 
Wiirfel), da ferner weder die 
an die Aufenlésung grenzende 
Wandflache . des Vorraumes 
noch sein Volumen konstant 
sind und da schlieflich, wie ja 
die Autoren selbst betonen, die 
von Skene ermittelte Ver- 
haltniszahl des Diffusions- 
widerstandes der Zellwand von 
Beta fiir Zucker und fiir KCl 
auf die Innenepidermis von 
Allium cepa nicht iibertragbar 
ist. Auf Grund dieser Tat- 
sachen ist anzunehmen, daf 
der Héhepunkt der osmoti- 
schen Wert-Schwankung nicht, 
wie die Verfasser meinen, 
schon nach wenigen Sekunden 
erreicht wird. Sicher findet er 
aber zu einem friiheren Zeit- 
punkte statt als der Hdéhe- 
punkt der Volumschwankung 
des Protoplasten. Zu _ einer 
falschen Schlu®folgerung fiihrt 
die Annahme einer .,.linear 
relation between osmotic pres- 


sure of intramural space® and volume of proioplast™ (I. c. 1946, p. 13), 


8 Die Abb. 1 in Bennet-Clark and Bexon (1946), p. 5 (Versuchsanordnung), 
laBt sogar darauf schlieBen, da, wie bei der von mir verwendeten Versuchsanord- 
nung, nur eine Aufenwand des Vorraumes von der Aufenlisung umspiilt wurde, 


wahrend die andere am Deckglas anlag. 
9 


intramural space = Vorraum. 
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denn der Protoplast kann ja auf Grund seines Durchtrittswiderstandes gegen 
Wasser, das heifft seiner doch beschriankten Wasserpermeabilitat, nur ver- 
zogert auf schnelle osmotische Wert-Schwankungen im Vorraum reagieren. 
Es besteht also, meiner Meinung nach, kein Anlaft, wegen der langen Dauer 
der Volumschwankungen eine Erklarung des Plasmolytikumwechsel-Effekts 
auf rein osmotischem Wege zu verwerfen, wie dies Bennet-Clark und 
Bexon taten. Ich habe allerdings nie in der Allium-Innenepidermis so lang- 
same Volumschwankungen beobachtet, wie Bennet-Clark und Bexon 
sie in Fig. 3, p. 8 darstellen (Maximum der Volumschwankung nach 10 bis 
12 Minuten!). Auch daf die Volumvergréferungen langer dauern als die 
-verkleinerungen, scheint mir bei Beachtung der Wasserpermeabilitat und 
der iibrigen auf S. 433 angefiihrten Tatsachen kein Grund hiefiir zu sein. 


Bennet-Clark und Bexon haben beim Umlegen aus Rohrzucker in 
KCl Zusammenziehungen nackter und umwandeter Protoplasten gemessen, 
die in einzelnen Fallen einer Erhéhung des osmotischen Wertes der Vakuole 
bis auf mehr als das Doppelte entsprechen. In meinen zahlreichen Versuchen 
an verschiedenen Pflanzen entsprechen demgegeniiber die maximalen Zusam- 
menziehungen nur einer Erhéhung des osmotischen Wertes der Vakuole auf 
das 1,2- bis 1,4fache. Da bei diesen Versuchen, wie auf S. 430 ausgefiihrt 
wurde, ein hydrostatischer Uberdruck in den Zellen entsteht, ist es méglich, 
da& Bennet-Clark und Bexon Zellmaterial mit stark elastischen Wan- 
den verwendet haben und die gemessenen extremen Zusammenziehungen 
der umwandeten Protoplasten durch eine Summierung der wirklichen Kon- 
traktion und der scheinbaren (vgl. S. 432 und Abb. 3) zu erklaren sind. Im 
wesentlichen waren die beobachteten Erscheinungen aber die gleichen. 


Die Verfasser beobachteten auch die Wanderungen der Proioplasten ein- 
seitig gedffneter Zellen, nehmen aber daran Anstof, da die Wanderungs- 
dauer in der untersuchten Allium-Innenepidermis nur % bis 1 Minute be- 
tragt. Bei Beriicksichtigung der oben angefiihrten Faktoren scheint dies nicht 
begriindet. Wenn die Autoren meinen, der entstehende Druck .,would blow 
the protoplast out of the cell” (p. 13), so darf dem entgegengehalten werden, 
daf der Protoplast einer Verschiebung innerhalb der Zelle auf Grund seiner 
Haftfahigkeit an der Wand einen gewissen Widerstand entgegensetzt. 


Bennet-Clark und Bexon geben nun aud fiir nackte Proto- 
plasten der Innenepidermis von Allium cepa beim Wechsel von KCl und 
Rohrzucker und umgekehrt die gleichen Volumschwankungen an, 
wie sie fiir die umwandeten Zellen typisch sind. Es werden sogar Volum- 
erhéhungen auf das 2,6fache und Zusammenziehungen auf die Halfte be- 
schrieben. Bei diesen Versuchen saugten die Autoren die nackten Proto- 
plasten mit feinen Pipetten auf und spritzten sie ins neue Plasmolytikum 
ein. In diesem Punkte stehen meine Ergebnisse mit der Aufenepidermis 
insofern in starkem Gegensatz, als es in iiber 30 gelungenen Ubertragungs- 
versuchen mit nackten Protoplasten nicht gelang, derartige Volumschwan- 
kungen zu erzielen. Es wurde dabei sowohl die von den beiden Verfassern 
angegebene Methode wie auch meine, zweifellos schonendere Ubertragungs- 
weise in der Plasmolysekammer angewendet. Auf Grund meiner experimen- 
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tellen Ergebnisse kann ich also die Volumschwankungen nackter Protoplasten 
nicht bestatigen und muf sie daher aus der Diskussion ausschalten. 

Zur Erklairung des Plasmolytikumwechsel-Effekts ziehen Bennet- 
Clark und Bexon vorlaufig folgende Hypothese (,,initial working hypo- 
thesis“) heran: Die meisten natiirlichen Membranen, so auch. das Proto- 
plasma, zeigen negative Ladung. Wasser bewegt sich beim Auftreten eines 
Potentialgefalles kataphoretisch zur negativen Elektrode. Die negative 
Protoplasmamembran ist fiir das K+ leichter durchlassig als fiir das Cl-. 
Wenn beim Umlegen aus Rohrzucker in KC] das KCI zum Protoplasten ge- 
langt, tritt also zuerst das K+ durch das Protoplasma ein und es entsteht 
ein Potentialgefalle zwischen Innen- und Aufenfliche des Protoplasmas. Dies 
hat eine kataphoretische Wanderung von Wasser aus der Vakuole nach 
aufen zur Folge. SchlieBlich gleicht sich das Potentialgefalle durch Eindrin- 
gen von Cl~ aus und fallt auf Null. — Beim Umlegen aus KC] in Rohrzucker 
tritt der umgekehrte Vorgang auf. Aus der Summe von osmotischer Wert- 
Schwankung im Vorraum und den elektrophoretischen Erscheinungen wiirde 
nach Bennet-Clark und Bexon der Plasmolytikumwechsel-Effekt ver- 
standlich. 

Demgegeniiber méchte ich in den di-osmotischen Vorgangen zwischen 
Vakuole und Vorraum einerseits und Vorraum und Aufenlésung anderer- 
seits die hinreichende Ursache fiir den Plasmolytikumwechsel-Effekt sehen. 
Dafiir scheinen vor allem folgende zwei experimentell von mir festgestellte 
Tatsachen zu sprechen: 1. daf{ beim Umlegen aus kleinmolekularen in groB- 
molekulare Anelektrolyten (z. B. aus Harnstoff, Molvol. 59, in Rohrzucker, 
Molvol. 346) und umgekehrt die gleichen Volumschwankungen auftreten wie 
beim Umlegen aus KCl in Zucker und umgekehrt,”’ und 2. die eben erwahnte 
Tatsache, daft ich in meinen Umlegeversuchen an nackten Protoplasten der 
Allium-Aufenepidermis derartige Volumschwankungen nicht feststellen 
konnte. 


VI. Zusammenfassung 


1. Werden plasmolysierte Zellen der Auffen- oder Innenepidermis ruhen- 
der Allium-Zwiebeln aus einer Lésung mit kleinen Lésungsteilchen in eine 
isotonische Lésung mit gréReren Lésungsteilchen umgelegt, so tritt eine vor- 
iibergehende Vergréfferung des Volumens der Protoplasten auf; im umge- 
kehrten Falle kommt es zu einer voriibergehenden Zusammenziehung in 
geringerem MaBe. 

2. Solche Volumschwankungen wurden sowohl beim Umlegen aus Elek- 
trolyten in Anelektrolyte (und umgekehrt) als auch bei Verwendung ver- 
schieden groftmolekularer Anelektrolyte beobachtet. 

3. Die Zellen der Epidermis und des Mesophylls von Vallisneria spiralis, 
von Salvinia natans-Wasserblattern und der Eranthis hiemalis-Stengel- 
epidermis zeigen ein analoges Verhalten. Doch bewirkt Erschwerung der 


Diffusion in den Vorraum (dichtere Zellwande, Mehrschichtigkeit der 





1 Stadelmann (1953) beobachtete in seiner eben erschienenen Arbeit eben- 
falls kurz andauernde Kontraktionen der Protoplasten beim Ubertragen von 
Schnitten aus Glukose in isotonische Harnstofflésung (S. 399). 
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Schnitte) eine Versiarkung und zeitliche Verlangerung der Volumschwan- 
kung. 

4, Randzellen zeigen bei einem Wechsel des Plasmolytikums in der oben 
beschriebenen Weise eine Verschiebung der Protoplasten von oder zum 
Schnittrand. 

5. An nackten Protoplasten von Allium cepa-Auffenepidermis und 
Parenchym (Zwiebelschuppe) konnien weder beim Umlegen aus KC] in iso- 
tonische Rohrzuckerlésung oder umgekehrt noch beim Umlegen in verschie- 
den grofmolekulare Anelektrolytlésungen Volumschwankungen beobachtet 
werden. 

6. Bennet-Clark and Bexon (1946) haben gleiche Volumschwankun- 
gen in geschlossenen Zellen und Wanderungen der Protoplasten in einseitig 
gedffneten Zellen beim Umlegen von Gewebeschnitten aus Rohrzuckerlésung 
in isotonische Elektrolytlésung und umgekehrt erstmalig beobachiet. Der 
von ihnen verwendete Ausdruck .,Plasmolytikumwechsel-Effekt“ (change of 
plasmolyticum effect) wird als Terminus fiir die Volumsciwankungen der 
Protoplasten von mir iibernommen. 

7. Als Ursache dieser Erscheinungen werden von mir osmotische Wert- 
Differenzen zwischen Vakuole und Vorraum sowie zwischen Vorraum und 
AuRenlésung angenommen, die sich zur Ganze aus einer verschiedenen 
Zellwandpermeabilitat fiir die verwendeten Lésungen ergeben. Darin unter- 
scheidet sich die hier vertretene Erklarung von der Bennet-Clarks and 
Bexons, welche auch elektrophoretische Erscheinungen im Plasma zur 
Erklarung des Plasmolytikumwechsel-Effekts annehmen. 
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Farbstoffe sind fiir den Histologen zur Darstellung von toten Zellen, 
Geweben oder von Zellelementen in toten Zellen sowie fiir den Cytologen 
zu Untersuchungen an lebenden Zellen mit Hilfe der Vitalfarbung von 
ausschlaggebendem Interesse. Wesentlich ist aber die Kenntnis, warum sich 
bestimmte Substanzen mit bestimmten Farben anfarben lassen oder nicht. 
Sehr friih machte man die Beobachtung, dafi sich bestimmte Zellelemente, 
die mit synthetischen Farbstoffen in Beriihrung gebracht wurden, in einer 
anderen Farbe anfarben als der der verwandten Farblésung, ein Phanomen, 
das P. Ehrlich (1875) im Gegensatz zum normalen oder orthochromatischen 
als metachromatischen Farbton bezeichnete. Voraussetzung fiir die Beur- 
teilung der metachromatischen Fahigkeit eines Farbstoffes ist natiirlich seine 
chemische Ejinheitlichkeit, da sonst die von L. Michaelis beschriebene 
einfachere Allochromasie auftreten kénnte, d. h. eine Anfarbung, die durch 
Verunreinigungen des Farbstoffes bedingt ist. 

P. Ehrlich nannie die Elemente, die sich in einer Farblésung in einem 
besonderen Ton anfarben, ,,chromotrope Substanzen“ aus der Erwagung 
heraus, daft fiir diese Erscheinung bestimmte chemische Komponenten ver- 
antwortlich waren. Letzten Endes sagt seine Definition aber nichts iiber die 
Ursache des Farbumschlages aus. So wird der Begriff der Metachromasie 
von den einzelnen Autoren in ganz unterschiedlichhem Sinne gebraucht. 
Erwahnt sei nur die Lésungsmetachromasie von Strugger oder die Fal- 
lungsmetachromasie von J. Spek. L. Lison fiihrt die Metachromasie auf 
eine chemische Veranderung des Farbstoffes zuriick, so daft also der Zwei- 
farbeneffekt, wie er bei Vitalfarbung wegen der Differenz in der H- und 
OH-lIonenkonzenitration beobachtet wird, nicht unter diesen Begriff fallt. 
O. Bank, H. G. Bungenberg de Jong sprechen von den OH-Ionen als 
starke Metachromasieerreger. Selbst Beauquesne, die sich — ohne eine 
eigene Theorie zu entwickeln — mit diesem Problem befafte, kam nicht zu 
einer scharfen Trennung des mit einem reinen Farbstoff erzielbaren Mehr- 
farbeneffekies, obwohl sie forderte, da — im Gegensatz zu Lehner, der 
zu einer Verallgemeinerung der Definition neigt — beim Studium des Meta- 
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chromasieproblems die experimentellen Bedingungen jeden auferen physi- 
kalischen Einfluf wie p, oder r,, ausschlieRen miiften. 

Das einzige Kriterium der Metachromasie ist zunachst der Zweifarben- 
effekt. Dieser kann bedingt sein durch einen p,-Umschlag, wenn es sich um 
py-Indikatoren handelt, oder durch r,-Anderungen im Falle von r,-Indika- 
toren. Ferner kann besonders im Falle von kolloidalen Farbstoffen oder 
solchen, die leicht aus einer molekularen in eine kolloidale Verteilung iiber- 
gehen, die Ursache in einer Verainderung der Dispersitat oder auch in einer 
Veranderung chemischer Art, wie z. B. einer Polymerisation oder einer intra- 
molekularen Umlagerung, liegen. Eine begriffliche Klarstellung der Meta- 
chromasie scheint demnach erforderlich, da ein Faktor oder auch noch andere 
Faktoren zu einer spezifischen Farbung von Zellen oder Zellelemenien fiih- 
ren kénnen. Im folgenden sei lediglich die Abgrenzung der Metachromasie 
im Sinne der Histologen, die auf der Bildung eines Komplexes zwischen 
chromotroper Substanz und Farbstoff beruht, gegeniiber den auf anderen 
Ursachen beruhenden Farbumschlagen besprochen. 


Hansen (1905) fiihrt die Ursache der metachromatischen Farbung auf 
eine lockere Verbindung zwischen der in wafrigen Lésungen vorhandenen 
freien Base des Farbstoffes und den chromotropen Substanzen zuriick. Die 
freie Farbbase befindet sich nur in wafrigen Lésungen, da der Farbstoff 
darin immer hydrolytisch gespalten sei. Mit anderen Worten kann demnach 
das Phainomen der Metachromasie in Abwesenheit von Wasser nicht auf- 
treten. Pappenheim nimmt dagegen an, daft die ,,freie Farbbase“ erst 
frei wiirde durch die Wirkung der chromotropen Substanzen, die sich wie 
eine starke Base verhaliten wiirden. 

Michaelis (1926) fiihrt das Auftreten der metachromatischen Form 
eines Farbstoffes auf die Bildung von Polymeren aus der normelen Form 
zuriick. Diese Anschauung setzt aber eine chemische Umbildung voraus, die 
nicht bei allen metachromatischen Farbstoffen méglich ist. Holmes pafte 
sich zwei Jahre spater unter Verwendung von Brilliantkresylviolett (s. u.) 
und der spektroskopischen Untersuchungsmethode dieser Anschauung an, 
indem er sich auf den Begriff der partiellen Valenzen berief. Die Theorie 
von Michaelis wurde jedoch in der Form nicht mehr weiter beriicksichtigt. 

Mit L. Lison kommt bei der Erérterung des Metachromasieproblems 
zum erstenmal ein Chemiker zu Wort. Es ist sein groftes Verdienst, den 
Modellversuch mit reinen chromotropen Substanzen zur Klarung dieser 
Frage herangezogen zu haben, ausgehend von der Anschauung, daft die 
Metachromasie im Sinne der Histologen nicht an die morphologische Struk- 
tur gebunden ist. Dadurch ist die Méglichkeit von In-vitro-Versuchen ge- 
geben. 

L. Lison schreibt allen basischen, als p,-Indikatoren wirkenden Farb- 
stoffen eine doppelie Méglichkeit fiir einen Farbumschlag zu. Basische 
Farbstoffe sind Salze, deren Kation ein gefarbtes Radikal darstellt, wahrend 
das saure Radikal ungefarbt ist. Bei Zugabe von Alkali wird die dem 
Farbstoff korrespondierende Base frei, d. h. es besteht ein Gleichgewicht 
zwischen dem Farbsalz der freien Base und dem durch hydrolytische Spal- 
tung frei gewordenen Saureradikal. Hat diese Base eine andere Farbe als 
das Farbsalz, so ist der Farbstoff als p,-Indikator verwendbar. Dieser Fall 
tritt in allen Farbstoffen mit einer nicht ganz substituierten Aminogruppe 
ein, d. h. bei allen Farbstoffen, deren korrespondierende Base ein Imin 
ist, d. h. vom Typ R=NH oder R=NH—R, nicht aber vom Typ 
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R=N=(CH,),.OH (N = 5wertig). Diese p,-bedingte Farbanderung bezeich- 
net Lison als ,,virage ionique“ im Gegensatz zur ..virage métachromatique’. 
Diese metachromatische Farbnuance ist der der freien Base immer ahnlich, 
aber nicht absolut identisch, wie Lison nach spektrophotometrischen Unter- 
suchungen fiir erwiesen glaubte. Wiahrend der p,-bedingte Farbton durch 
die H-Ionenkonzentration des Milieus hervorgerufen wird, ist der meta- 
chromatische durch in spezifischer Weise wirkende, chemisch definierbare 
Substanzen verursacht. Die chromotrope Eigenschaft einer Substanz ist ge- 
bunden an das S-haltige Radikal, ein hohes Molekulargewicht vorausgesetzt 
(auch bei Polysacchariden). In Frage kommen beispielsweise Substanzen, 
wie Mukoide, Chondroitinschwefelsaiure, das fast bei allen Protozoen vor- 
kommende Volutin oder Metachromatin usw. Bei metachromatischen Farb- 
stoffen existieren also — allerdings nur in wafriger Lésung — zwei Formen, 
die normale und die metachromatische Form, wobei letztere sicher nicht die 
freie Base des Farbstoffes darstellt. In konzentrierten Lésungen besteht ein 
Gleichgewicht zwischen der normalen und der metachromatischen Form 
unter Dominieren der ersteren. Dieses reversible Gleichgewicht kann durch 
verschiedene Faktoren, wie z. B. Temperaturerhéhung, Neutralsalzzugabe, 
Py-Anderungen, und besonders durch chromotrope Substanzen verschoben 
werden. Eine vermehrte Zugabe von chromotropen Substanzen verlagert 
ebenso wie eine Zunahme der Farbstoffkonzentration den Farbton in Rich- 
tung der kiirzeren Wellenlangen. Diese Beobachtung glaubt Lison durch 
die Bestimmung der Absorptionsspektren bestatigt zu sehen. Zur Differen- 
tialdiagnose zwischen dem metachromatischen und dem p.-bedingten Farb- 
ton gibt Lison eine robuste Methode an, die — wie er selbst sagt — fiir 
Vitalfarbungen, ohne die Zelle zu zerstéren, nicht angewandt werden kann. 
Der durch chromotrope Substanzen verursachte metachromatische Farbton 
ist reversibel, d. h. er kann durch Temperaturerhéhung oder Zugabe von 
Neutralsalzen riickgangig gemacht werden; die .,virage ionique” bleibt aber 
unter denselben Bedingungen unverandert. Praktisch ergebe sich hieraus 
— worauf Lison auch hinweist —, daf die bei Vitalfarbungen beobachteten 
intracellularen Anderungen des Farbtones, die von Fauré-Frémiet und 
Spek als Ausdruck eines p,-Unterschiedes angesehen wurden, als meta- 
chromatische Ténung zu betrachten sind. Deswegen fiigte Lison zu den bei 
der kolorimetrischen p,-Bestimmung bekannten Irrtumsméglichkeiten, wie 
Proteinfehler, Salzfehler, durch Adsorption des Farbstoffes oder Léslichkeit 
des Indikators in Fetten bedingte Fehler, noch den sogenannten Meta- 
chromasiefehler hinzu, der hervorgerufen sei durch die Anwesenheit chromo- 
troper Substanzen. Bei In-vitro-Versuchen mit Brilliantkresylviolett (wel- 
chen Lison auch zu den metachromatischen Farbstoffen rechnet) tritt bei 
einer Verdiinnung von 1: 20.000 in der von MacIlwain angegebenen 
Pufferreihe bei Zugabe des stark chromotropen, nach dem Verfahren von 
Sawjalow hergestellten chontroitinschwefelsauren Calciums der erste 
Farbumsdhlag bei p, 2.0 und 3,0 ein, was dem Farbton der reinen Farb- 
lésung bei p,, 10,4 bis 11,4 entspricht. Ahnliche Beobachtungen machte er 
mit Neutralrot. 


Die chromotrope Eigenschaft ist nach Lison ausschlieflich Schwefel- 
sdureestern mit hohem Molekulargewicht (R—OSO,H) und deren Salzen 
eigen. Demnach fallen unter die chromotropen Substanzen solche, wie z. B. 
Knorpel (Anwesenheit von Chondroitinschwefelsaure), Schleim (Mucoitin- 
schwefelsaure), Agar-Agar, nicht aber Cellulose, Starke, Dextrine, Nuclein- 
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siure usw. Fiigte er aber in Substanzen mit geniigend hohem Molekular- 
gewicht, wie Gummiarabicum oder Cellulose, das S-haltige Radikal ein, so 
trat die chromotrope Eigenschaft zutage. 

Nach O. Bank und H. G. Bungenberg de Jong ist die metachromati- 
sche Farbung eine Folge der Anhaftung von Farbstoff- an Kolloidionen. Die 
chromotrope Eigenschaft einer Substanz ist in erster Linie von der elektri- 
schen Dichte und der Natur der anwesenden Ionen abhangig, eine Theorie, 
die schon. friiher von Schwarz und Hermann sowie von Méllendorf 
gestreift wurde. Es handelt sich im Gegensatz zu Lison nicht um spezielle 
chemische Bedingungen wie die mégliche Entstehung einer Iminbase, sondern 
um einen Austausch zwischen den Kationen der basischen Farbstoffe und 
dem Kolloidion. Fiir das Zustandekommen einer Elektroadsorption ist die 
Anwesenheit dissoziierter ionogener Gruppen erforderlich, was der Fall ist, 
wenn das Kolloidion frei oder an einen Komplex gebunden ist, der durch 
das Farbstoffion leicht zerstért werden kann. Bank und Bungenberg de 
Jong sprechen z. T. auch solche Substanzen als chromotrop an, denen von 
Lison jede chromotrope Eigenschaft aberkannt wurde. Dies ist darauf 
zuriickzufiihren, daf die wesentlichste Ursache des Metachromasiephano- 
mens von diesen Autoren vornehmlich in elektrochemischen Bedingungen 
gesehen wird. Die untersuchten Biokolloide werden in drei Gruppen ein- 
geteilt: Karboxylkolloide, Phosphatkolloide und Sulfatkolloide. Sie fanden 
— was fiir die Substanzen jeder Gruppe gilt —, da das Ausmaft der 
chromotropen Eigenschaften in einem direkten Verhaltnis zur Gréfe der 
elektrischen Dichte des kolloidalen Anions steht. Zu bemerken ist, daB® die 
elektrische Dichte der Molekiilgré&e umgekehrt proportional ist. Nach Bank 
und Bungenberg de Jong ist es also denkbar, daft Lison die chromo- 
trope Eigenschaft bestimmter Karboxylgruppen entgangen ist, da sie zu 
wenig ausgepragt ist. Die chromotrope Eigenschaft ist demnach weiter ver- 
breitet als Lison es glaubte und ist in keiner Weise nur an das Vorhanden- 
sein der OSO,H-Gruppe gebunden. 

Die spektroskopische Untersuchung der chromotropen Eigenschaft ver- 
schiedener Kolloide in Farblésungen (Toluidinblau) ergab, daf die beiden 
normalen Banden (585 und 650 mz) schwacher wurden, wiahrend gleichzeitig 
eine neue Bande mit einem Maximum bei 550my aufirat. Je stirker die 
chromotrope Eigenschaft einer Substanz, desto ausgepragter ist das Nach- 
lassen der normalen Banden (vgl. auch Spek 1940, S. 538 ff.). 

Die in dem System — metachromatische Substanz und SO,-Gruppen 
enthaltende chromotrope Substanz (z. B. Agar) — auftretende Metachroma- 
sie ist im Verhialtnis zu der mit Karboxylkolloiden sehr sdureresistent. Dies 
wird in der Weise erklart, dal} die Karboxylgruppen durch H-lonen viel 
leichter entionisiert werden als die SO,-Gruppen der Sulfatkolloide. Wenn 
die ionisierte Stelle einmal von H-Ionen blockiert ist, dann ist eine An- 
haftung von Farbstoffionen nicht mehr méglich. 

Im Gegensatz zu den vorgenannten Autoren bezeichnet J. Spek die 
Metachromasie im Sinne der Histologen als eine Fallungsmetachromasie, da 
es sich dabei um eine spezifische Reaktion zwischen chromotroper Substanz 
und metachromatischem Farbstoff handle, bei der sich die beiden Komponen- 
ten ausfillen. Oft ist die Ausfallung kolloidal. Dann ergibt eine Kontrolle 
mit dem Dunkelfeldmikroskop besonders schéne Bilder. Alle metachroma- 
tischen Farbstoffe sind basische Farbstoffe. Die Anschauung, daf es sich bei 


einer solchen Fallungsmetachromasie um die Bildung eines Komplexes han- 
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deli, ist bei Betrachtung der entstehenden Kombination verstandlich. Die 
Verbindung von metachromatischem Farbstoff und chromotroper Substanz 
zerfallt wie trockenes Pulver und macht einen sehr dehydratisierten Ein- 
druck. Spek nimmt an, daft der Farbstoff in wasserarme oder sogar wasser- 
freie Kolloidteilchen eingebaut ist. Danach kann aber der Farbstoff, dem fiir 
eine Dissoziierung kein Wasser mehr zur Verfiigung steht, in dem Komplex 
nur in Form der Farbsalzmolekiile vorliegen. Das Phanomen der Meta- 
chromasie findet so eine Erklirung, da die Farbsalzmolekiile eine andere 
Farbe besitzen als die entsprechenden Ionen. Ferner kann aber auch die 
Frage geklart werden, weshalb der metachromatische Farbton dem Farbton 
der freien (molekularen) Farbbase entspricht, ohne da in dem Komplex 
die Farbbase vorliegt, da die Farbsalzmolekiile ganz oder fast ganz dieselbe 
Farbe haben wie die Molekiile der Farbbase. Wird der metachromatische 
Komplex gesprengt, was z. B. durch eine starke Ansaéuerung méglich ist, so 
verschwindet der metachromatische Farbton wieder, da die Farbsalzmole- 
kiile wieder dissoziiert werden. Dadurch erscheint auch der orthochroma- 
tische Farbton der Ionen. Bei weniger starker Ansauerung ist dieser Kom- 
plex aber in weiten p,-Bereichen stabil, was verstindlich ist, da die H-Ionen 
gar nicht an die dehydratisierten Teilchen herankommen kénnen. 

Zur differentialdiagnostischen Unterscheidung, ob bei Zellfarbungen eine 
Anderung des Farbtones p,-bedingt oder als Fallungsmetachromasie anzu- 
sehen ist, gibt es zwei einfache Méglichkeiten. Bei langer Durchleitung von 
Kohlensaure schlagt der Farbton der im alkalischen, p,-bedingten Farbton 
gefarbten Gewebe nach der sauren Seite um, da die Kohlensaure leichter 
als mineralische Séuren an die gefarbten Kolloidteilchen herantritt. Dies ist 
aber nicht der Fall bei Vorliegen eines metachromatischen Komplexes im 
Sinne der Fallungsmetachromasie. Ferner zeigt ein solcher Komplex von 
Neutralrot im Dunkelfeld ein ausgepragtes griines Streulicht (bei Anfarbung 
mit Janusgriin = tiefrot). 

Wahrend Lison die bei Vitalfarbungen beobachteten Mehrfarbeneffekte 
in der Zelle als Metachromasie im Sinne der Histologen betrachtet haben 
will, diirfte dies nach den Beobachtungen von Spek kaum midglich sein, da 
erstens die bei Vitalfarbungen angewandte Farbstoffkonzentration zu gering 
ist, um zu einer Ausfallung zu fiihren (und nur eine solche nimmt den 
metachromatischen Farbton an), und zweitens diirfte — wenn eine solche 
Ausfallung eintritt — die Farbung kaum noch vital sein. 

J. Spek und G. Gillissen konnten mit Anpusteversuchen (Mikro- 
pipette) an Amoeba proteus zeigen, daft bei diesen Tieren die Zellmembran 
nicht aus Lipoiden, worunter es keine chromotropen Substanzen gibt, son- 
dern héchstwahrscheinlich aus Mukoiden besteht. Es kam dabei zur Bil- 
dung des im metachromatischen Farbton gefarbten Komplexes, zum Heraus- 
bréckeln dehydratisierter Teilchen aus der Zeilmembran, die im Dunkelfeld 
ein griines Streulicht zeigten und im Kohlensaurestrom ihren Farbton nicht 
anderten. Eine Anfarbung der Membran vom Innern der Zelle her war nicht 
méglich. Diese Beobachtung kann natiirlich mancherlei Ursachen haben. An 
der Membran kénnte u. U. zwischen Aufen- und Innenflaiche ein Hydrata- 
tionsunterschied bestehen; oder es kénnte dem Plasmagel, das dem Plas- 
malemma von innen angelagert ist, Substanzen beigemischt sein, die eine 
Hemmung der metachromatischen Reaktion verursachen. Mit nicht meta- 
chromatischen Farbstoffen, wie z. B. Brilliantkresylviolett, wurde keine 
Membranfarbung erzielt. Gillissen beobachtete in Tuberkelbakterien ver- 
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schiedener Typen bzw. in Extrakten aus Tuberkelbakterien chromotrope 
Substanzen, die mit metachromatischen Farbstoffen Komplexe mit den oben 
angefiihrten charakteristischen Kennzeichen bildeten. Ausgehend von den 
Arbeiten von Letterer fand Holmgren bei histologischen Untersuchun- 
gen in verschiedenen Organen und Geweben von Embryonen — mit stei- 
gendem Alter abnehmend — chromotrope Substanzen, beim Erwachsenen 
nur in Knorpel, Cornea, Sclera und in GefaRwandungen. Sylvén fand 
solche Substanzen im Stroma epithelialer und mesenchymaler Tumoren 
sowie in Haarfollikeln und Papillen wahrend des cyklischen Wachstums 
von Rattenhaaren, K riicke bei der mukoiden Degeneration der peripheren 
Nerven und G. B. Wislocki und M. Singer in Myelinschnitten. Clara 
beschrieb den metachromatischen Effekt von Toluidinblau bei der histo- 
logischen Farbung mukoider Driisen. Biirk] halt die Sulfatgruppe hoch- 
molekularer Schwefelsaureester fiir das Zustandekommen des Metachromasie- 
effekts nicht erforderlich. Dagegen kann der von J. W. Kelly bei der 
Vitalfarbung des Chaetopterus-Eies mit Toluidinblau beobachtete Farb- 
umschlag nach den ausfiihrlichen Untersuchungen von Spek nicht als 
metachromatischer Effekt angesehen werden. 


Beauquesne neigt dazu, die Theorie von Bank und Bungenberg 
de Jong zu vertreten, da das Prinzip der Elektroadsorption erlauben 
wiirde, die Vorstellung iiber die chromotropen Substanzen zusammenzu- 
fassen. Es handle sich also um eine Fixierung des Kations (basische Farb- 
stoffe) an das Kolloidanion. Danach hatte nach Beauquesne die chemi- 
sche Uberlegung von Lison, wonach die Iminbase fiir die metachromatische 
Fahigkeit eines Farbstoffes unbedingt nétig ist, nur eine sekundiare Be- 
deutung. Sie umgeht aber die Frage nach der Bedeutung der chemischen 
Struktur des Farbstoffes und meint — im Sinne einer Verbindung der Vor- 
stellungen von Lison und Bank, Bungenberg de Jong —, daft das 
Problem der Metachromasie mit diesen physikochemischen Vorstellungen 
zum groBen Teil gelést sei. 


Diskussion 


AuBer dem erkenntnistheoretischen Interesse an der Klarung dieses 
Problems liegt die praktische Bedeutung in der Frage, ob die bei Vital- 
farbungen mit basischen Farbstoffen erzielten intracellularen Farbtonande- 
rungen als eine p,-Differenzierung aufzufassen sind oder als ein (intra- 
cellularer) Nachweis fiir bestimmte chromeirope Subsianzen. Diese Frage 
war Gegenstand einer grofen Diskussion zwischen Spek und Lison, die 
aber — wie die Arbeit von Beauquesne zeigt — noch nicht zu einer 
volligen Klarung gefiihrt hat. 


Die gestellte Frage ist natiirlich sehr komplex. Lison nimmt an, daf die 
chromotropen Substanzen — auf irgend eine nicht naher definierte Weise — 
die schon in der orthochromatischen Farblésung vorhandene metachroma- 
tische Modifikation des Farbstoffes vermehre. Diese hypothetische Ver- 
mehrung ist aber gar nicht erforderlich, wenn angenommen wird, daft 
chromotrope Substanzen die metachromatische Modifikation binden kénnen. 
Auch gibt die Lisonsche Annahme einer Verschiebung des molekularen 
Gleichgewichts keine Erklarung fiir die elektive Anfarbung von Geweben 
im metachromatischen Farbton. Ebenso kann die von W. v. Méllendorf 
schon beschriebene Bestandigkeit der metachromatischen Farbung nicht 
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durch eine Gewebedurchtrankung erklart werden, wie auch die angenom- 
mene Erhéhung der metachromatischen Komponente noch nicht besagt, dal 
die Gewebe aus diesem Gemisch beide Komponenten in demselben Mengen- 
verhaltnis, wie es in der Spiilfliissigkeit vorliegt, aufnehmen und binden. 
Spek konnte sogar zeigen, da sich u. U. gréfere Brocken chromotroper 
Substanzen im rein orthochromatischen Farbton anfarben. 

Alle metachromatischen Farbstoffe sind p,-Indikatoren, soweit andere 
Faktoren, wie Kolloide, die GroéRe der Farbteilchen oder die Schwerléslich- 
keit der Farbbase, die Anwendung in praxi nicht verhindern. Ist es also 
méglich, daf{ das p, die Ursache fiir den metachromatischen Effekt dar- 
stellt? Dazu ist wichtig, daf auch p,-Unterschiede nicht unbedingt ausge- 
glichen werden miissen. Das py, der beiden Phasen eines Kolloids oder einer 
mikroskopischen Emulsion kann sehr verschieden sein, da — wie Muk- 
herjee, Mittra und Mukherjee am Beispiel der kolloidalen Sauren 
zeigten — die an den dispersen Teilchen sich befindenden H-Ionen wahr- 
scheinlich an der Oberflaiche der dispersen Phase mit einer elektrischen 
Doppelschicht assoziiert sind, weshalb durch primaire oder sekundire Ad- 
sorption von lonen des Dispersionsmittels an der Teilchenoberflache einen 
freien Ausgleich der H-Ionenkonzentration erschwert oder unméglich ge- 
macht wird. Ebenso beschricben Ostwald und Mitarbeiter p,-Differenzen 
der beiden Phasen von Emulsionen und Spek an der Oberflache saurer 
Kolloide und Wasser (Rotfarbung von SiO,-Gel mit Methylrot in schwach- 
alkalischem gelbem Milieu). 


Da hienach eine p,-Differenz durchaus méglich ist, war im Hinblick auf 
die Theorie von Lison die spektroskopische Analyse erforderlich, um fest- 
zustellen, in welcher Form der Farbstoff im metachromatischen Komplex vor- 
liegt. Spek beobachtete ebenso wie Bank und Bungenberg de Jong 
(die aber die Bedeutung nicht erkannten) bei verdiinnten Liésungen von 
Toluidinblau mit dem Mikrospektralphotometer (Zeif, Jena) zwei Absorp- 
tionsbanden, und zwar bei 580 bis 600 mu und bei 635 bis 650 mu. Es zeigte 
sich nun, daft die Starke beider Banden bei verschiedenen Farbstoffkonzen- 
trationen nicht nach dem Lambert-Beerschen Gesetz gleichzeitig zu- und 
abnimmt. Zur Erklarung ware entweder an die Anschauung von Lison 
zu denken, wonach die Mengenverhiltnisse beider Modifikationen sich bei 
einer Anderung der Gesamtkonzentration verschieben, oder an die Auf- 
fassung von Spek, wonach die eine Bande auf einem optischen Phinomen 
beruht, fiir das das obige Gesetz nicht oder nur teilweise gilt. Toluidinblau 
hat eine rote Fluoreszenz. Da rotes Licht der Wellenlange von 620 bis 670 mu 
bei Toluidinblaulésung eine starke rote Fluoreszenz auslést, und zwar mit 
einem Maximum bei 645 mu, da die Bande ferner bei 635 bis 650 mu liegt, 
muff diese Bande die des fluoreszenzerregenden Lichtes sein. Ebenso zwin- 
gend ist die Erklarung von Spek fiir die andere, bei 580 bis 600 my lie- 
gende Bande, in deren Bereich nur eine schwache Fluoreszenzerregung zu 
beobachten ist. Sie verschwindet bei Zusatz von Alkali wegen des Uber- 
ganges des Farbsalzes in die Farbbase. Deswegen bezeichnet sie Spek als 
die Bande des Farbsalzes. Die Farbbase des Toluidinblaus (Wasserglas- 
praparat — Spek) fluoresziert nicht und besitzt in ihrem Spektrum des- 
wegen auch nicht die Bande des fluoreszenzerregenden Lichtes. Das Ab- 
sorptionsmaximum liegt bei 540m und nach Zusatz von 1/10n-NaOH zu 
einer 1: 5000 verdiinnten Toluidinblaulésung bei 520my. Wesentlich ist 
nun fiir die Lésung des Metachromasieproblems die Beobachtung von Spek, 
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daf durch die Entziehung des Lésungsmittels, d. h. durch Aussalzen, sich 
ahnlich wie bei anderen Farbstoffen rotviolette Flocken ausscheiden. Diese 
Farbe (Absorptionsmaximum bei 540 my) ist demnach wohl als die Farbe 
des Farbsalzmolekiils aufzufassen, da der Farbstoff in verdiinnten Lisungen 
vollig dissoziiert sein diirfte. Sie hat grofe Ahnlichkeit mit der der mole- 
kularen Base und ist fast identisch mit der Farbe der angefarbten chromo- 
tropen Substanzen. Bei Nilblausulfat B liegt das Absorptionsmaximum der 
ausgesalzenen Flocken bei 513 my und das der reinen Base bei 480 bis 490 mu. 

Modellversuche mit chromotropen Substanzen zeigten zunachst (Spek), 
daft das chondroitinschwefelsaure Calcium, mit dem Lison auch arbeitete, 
stark alkalisch reagiert. Deswegen arbeitete Spek, um einen p,-bedingten 
Fehler auszuschlieften, mit einer Lésung in einem Puffer von p, 6,0. Bei 
Verwendung von Agar arbeitet man am besten mit einer frisch hergestellten 
' Agarlésung (Agarpulver von Merck), da Agar anderer Herkunft oder sol- 
cher, der mit Bakterien verunreinigt ist, alkalisch reagieren kann. Zusatz 
von einem metachromatischen Farbstoff, wie z. B. Neutralrot, bewirkt sofort 
eine etwas schmutzig zinnoberrote Anfarbung und eine Triibung. Daf es 
sich wirklich um eine Komplexbildung handelt, beweist die Beobachtung, 
da eine Ausfallung vorliegt, da sich der Farbumschlag nur auf gefarbte 
Partikel beschrankt und der Farbstoff durch eine Pergamenthiilse nicht mehr 
diffundiert. Besonders das letztere Ergebnis spricht eindeutig gegen Lison, 
da auch bei einer Verschiebung des molekularen Gleichgewichts von zwei 
Modifikationen in einer Lésung molekularer Farbstoff fiir die Diffusion zur 
Verfiigung sein miifte. Auch das Absorptionsbild ergab keinen Anhalt fiir 
das Auftreten einer besonderen Farbstoffmodifikation. 

Mit Brillantkresylviolett kann die Fallungsmetachromasie trotz der 
nahen Verwandtschaft mit Kresylechtviolett mit fast allen chromotropen 
Stoffen nicht ausgelést werden. 

Eine weitere Frage ist nun die Fahigkeit der Komplexbildung. Die An- 
schauung von Lison, dafi die chromotrope Eigenschaft allein an OSO,H- 
Gruppen, die an einem KH-Molekiil sitzen, gebunden sei, ist nicht haltbar, 
denn Spek zeigte, daft z. B. Streifenagar in einer stark verdiinnten To- 
luidinblaulésung sich blau und nur die Oberflache sich kirschrot farbt. Et- 
was an der Oberflache des Streifens geléster Agar wird als Komplex nieder- 
geschlagen, wahrend noch vorhandener freier Farbstoff in das Innere dif- 
fundiert und dort eine Blaufarbung auslést. Zum Nachweis, daft der Farb- 
stoff im metachromatischen Komplex als Farbsalzmolekiil vorliegt, stiitzt 
Spek sich auf seine Aussalzungsstudien. Danach ist das Absorptions- 
maximum fiir den metachromatischen Komplex Toluidinblau-Agar bei etwa 
540 mu, ebenso wie das der ausgesalzenen Flocken des Farbstoffes. Des- 
wegen ist die Erklarung auch iiberzeugend, daf in den stark dehydrati- 
sierten Teilchen des Komplexes kein Lésungsmittel mehr zur Verfiigung 
steht, so daB der Farbstoff den Farbton wie im ausgesalzenen Zustand an- 
nimmt und nicht mehr auf p,-Anderungen reagiert. 


Lison glaubie den bei Vitalfarbungen intracellular auftretenden Farb- 
umschlag als Beweis fiir die Anwesenheit chromotroper Substanzen ansehen 
zu miissen. Spek konnte aber zeigen, dafi nach Mikroinjektionen von un- 
gefarbten oder sogar schon vorgefarbten chromotropen Substanzen in Zellen, 
die sich diffus im sauren Farbton anfarben, nie eine Metachromasie zu be- 
obachten war. Der Grund diirfte in besonderen physikalischen Bedin- 
gungen zu suchen sein. Die Beobachtung, daft der Farbstoff sich im lebenden 
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Protoplasma in den Nahrungsvakuolen anreichert und unter den Bedin- 
gungen der Vitalfarbung keine Koagulatbildung zeigt, kann nach Spek 
auf die verschiedensten Ursachen zuriickzufiihren sein, wie z. B. Schutz- 
kolloide der Plasmateilchen, Ionenadsorption oder einfach durch eine nicht 
ausreichende Farbstoffkonzentration. Ferner kann durch Parallelfarbung 
mit nicht metachromatischen Indikatoren, ein geeignetes p,-Bereich vor- 
ausgesetzt, gezeigt werden, daft es sich bei den mit metachromatischen Farb- 
stoffen bei Vitalfarbungen oder Mikroinjektionen erzielten Farbumschlaigen 
um eine py-bedingte Farbténung handelt. 

Die Fallungsmetachromasie. nach Spek, die Metachromasie der Histo- 
logen, ist demnach auf eine Komplexbildung zwischen chromotroper Sub- 
stanz und metachromatischen Farbstoffen zuriickzufiihren, wobei der Farb- 
stoff in dem Komplex als Farbsalzmolekiil vorliegt. Der Farbumschlag ist 
auf den Komplex beschrinkt; es handelt sich also nicht um eine Anreicherung 
einer besonderen, sich auch in der orthochromatischen Lisung befindlichen 
Modifikation des Farbstoffes. Der unter Vitalfarbebedingungen erzielte in- 
tracellulare Farbton ist Ausdruck der vorhandenen H-Ionenkonzentration 
und ist nicht hervorgerufen durch die Anwesenheit chromotroper Substan- 
zen, da diese unter den vitalen Bedingungen nicht ausgefallt werden. 
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Die Sphirosomen (Mikrosomen) pflanzlicher Zellen 


Sammelreferat unter Beriicksichtigung eigener Untersuchungen 


Von 
E. S. Perner 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinster, Westfalen 


Mit 8 Textabbildungen 


(Eingelangt am 6. Marz 1953) 


Die Zelle ist als die kleinste organismische Finheit des Lebendigen aufzu- 
fassen. Sie enthalt den morphologisch reich gegliederten Protoplasten, der 
sublichtmikroskopisch hochgeordnet ist und in dem alle intrazellularen 
Lebensvorgange harmonisch ablaufen. Bereits lichtmikroskopisch lassen 
sich im hyalinen Cytoplasma lebender Pflanzenzellen individualisierte 
Einschliisse nachweisen, die als protoplasmatische Bauelemente aufzufassen 
sind (vgl. Abb. 1, Phasenkontrastaufnahme des Cytoplasmas einer lebenden 
Allium-Epidermiszelle). Neben dem Zellkern und den Plastiden sind klei- 
nere Einschluf&k6érper zu beobachten, die permanent in der Zelle vorkommen 
und die sich morphologisch voneinander unterscheiden lassen. Es handelt 
sich um die Chondriosomen (Mitochondrien) und die stets spharischen 
Mikrosomen (Sphiarosomen). Neuere Untersuchungen (Claude 1938, 1939, 
1943; Stern 1939) haben weiterhin zu der Entdeckung sublichtmikroskopi- 
scher Bauelemente des Cytoplasmas — den sogenannten Submikrosomen ' 
— gefiihrt. Damit ist eine hohe strukturelle Ordnung auch in den unterhalb 
der Auflésungsgrenze des Lichtmikroskops liegenden Dimensionen wahr- 
scheinlich gemacht worden. 


In welcher Weise diese bisher als Bauelemente des Protoplasten erkann- 
ten Strukturen an den intrazellularen Lebensvorgangen beteiligt sind und 
welche funktionelle Wechselbeziehungen zwischen den Zelleinschliissen (Or- 





1 Diese Bezeichnung geht auf Frey-Wyssling (1949) zuriick. 
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ganellen) und dem Cytoplasma bestehen, ist nur zu einem geringen Teil 
bekannt. Die biologische Bedeutung des Zellkerns und der Plastiden steht 
aufer Zweifel. Uber die Funktionen der Chondriosomen und Mikrosomen 
(Sphiérosomen) in der lebenden Zelle liegen aber bis heute nur wenig kon- 
krete Angaben vor (vgl. Newcomer 1940, 1951). Die Erforschung dieser 
Probleme ist nur langsam vorwiartsgeschritten, da es an brauchbaren Me- 
thoden mangelie, die eine vergleichende Analyse des Strukturaufbaus, der 
chemischen Zusammensetzung und der Funktionen dieser Zellelemente er- 
moéglichten. Nach den heute vorliegenden Befunden (vgl. Chessin 1951 
u. a.) scheint die auf 
amerikanische Autoren 
(Bensley u. Gersh 
1933; Bensley wu 
Hoerr 1934; Claude 
1938, 1943 u. a.) zuriick- 
gehende Methode der 
fraktionierten Zentri- 
fugation von Homogeni- 
saten“ in einigen Fal- 
len neue Wege zu 6ff- 
nen. Nach diesem Ver- 
fahren soll es méglich 
sein, Zellkerne, Pla- 
stiden und die kleine- 
Abb 1. Der Plasmawandbelag einer lebenden Allium- ren Zelleinschliisse oder 
Epidermiszelle, im Phasenkontrastmikroskop photo- Cytoplasmagranula, 
graphiert. Im hyalinen Cytoplasma lassen sich auf Wie sie im biochemi- 
Grund der verschiedenen morphologischen Eigenschaf- schen Schrifttum  ge- 
ten Leukoplasten, Chondriosomen und Mikrosomen nannt werden, vom 


(Sphirosomen) unterscheiden. hyalinen Cytoplasma 
zu trennen und in sol- 


chen Mengen zu _iso- 
lieren, daft die iiblichen biochemischen Untersuchungsmethoden verwendet 
werden kénnen. 

Von seiten der Biochemie aus ist die Fraktion der ,,lichtmikroskopischen 
Partikel™, die in den meisten Fallen als .,.Mitochondrienfraktion* bezeichnet 
worden ist, aus Homogenisaten tierischer Gewebe hoher physiologischer 
Aktivitat isoliert und enzymatisch analysiert worden. Sie enthalt vor- 
wiegend 0,5 bis 3 « grofte spharische Gebilde, die mit den als Chondriosomen 
(Mitochondrien) bezeichneten Zelleinschliissen identisch sein sollen. Ihrer 
chemischen Zusammensetzung nach handelt es sich um ,,Ribonukleo-Lipo- 
proteid-Komplexe™, physiologisch sind sie Trager wichtiger Fermente der 
biologischen Oxydation und mannigfaltiger Synthesen (vgl. die Sammel- 
referate von Bourne 1950; Chessin 1951; Lehninger 1952 u. a.). Die 
Krebsforschung hat mit Hilfe dieser Methoden zeigen kénnen, daft die Ent- 
stehung bisartiger Geschwiilste in engem Zusammenhang mit biochemischen 
Verianderungen solcher Zelleinschliisse steht (Claude 1941; Schneider 
1946, 1947; u. a.). Ferner haben sich in der Genetik Hinweise ergeben, daft 
in den permanenten Zelleinschliissen extranukleare, cytoplasmatische Erb- 
trager lokalisiert sein miissen (vgl. Ephrussi 1950; Strugger 1950, 1954, 
1953; Marquardt 1952). In der Entwicklungsphysiologie wird ihnen eine 
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Bedeutung fiir den Differenzierungsablauf embryonaler Zellen-zugespro- 
chen (Lehmann 1950 u. a.). 

Diese Untersuchungen haben damit zu véllig neuen Auffassungen iiber 
die Natur der cytoplasmatischen Einschliisse gefiihrt. Wahrend diese lange 
Jahre hindurch als mehr oder weniger zufallige Entmischungsprodukte des 
Cytoplasmas aufgefafit worden sind, wird ihnen heute eine spezifische 
Feinstruktur und eine entscheidende Bedeutung im Zellgeschehen zuge- 
sprochen. So ist es verstandlich, daR diese .,Cytoplasmaeinschliisse* nicht 
nur das Interesse der Cytologen, sondern in neuester Zeit auch das anderer 
biologischer Arbeitsrichtungen gefunden haben. 

In diesem Referat soll nun die Frage nach der Natur der in Pflanzen- 
zellen nachweisbaren Mikrosomen (Sphirosomen) behandelt werden. Dazu 
erscheint es notwendig, von den in der Literatur vorliegenden Befunden 
iiber die morphologischen Eigenschaften aller Zelleinschliisse auszugehen. 
Wie von biochemischer Seite (vgl. Lang 1952) betont wird, kann die Funk- 
tion eines Cytoplasmaeinschlusses nur aus der spezifischen sublichtmikro- 
skopischen Strukturordnung verstanden werden. Fiir ihre Analyse bieten 
sich elektronenoptische Untersuchungsmethoden an. Sie kénnen aber nicht 
zu eindeutigen Resultaten fiihren, da unsere Kenntnisse iiber den Einflu& 
der Fixationsmittel, der Praparation und des Elektronenbeschusses auf 
labile plasmatische Strukturen noch sehr unvollkommen sind (Lehmann 
1950). Dies geht aus den differenten Deutungen elektronenoptischer Bilder 
von Chondriosomen (Mitochondrien) hervor (Claude und Fullam 1945, 
1946; Buchholz 1947; Perner und Pfefferkorn 1953 u. a.). Mikro- 
somen (Sphiarosomen) sind bisher elektronenoptisch noch nicht zur Dar- 
stellung gebracht worden. Da es sich bei den in Frage kommenden Ein- 
schliissen (Chondriosomen, Spharosomen u. a.) um relativ grofe Gebilde 
0.5 bis 3 u) des Protoplasien handelt, wird die umfassende Kenntnis ihrer 
cytomorphologischen Eigenschaften, die mit den verschiedenen lichtmikro- 
skopischen Methoden analysiert werden kénnen, wesentliche Fingerzeige 
geben. Wir kénnen dabei auf die Ergebnisse einer fast 100jahrigen cyto- 
logischen Forschung zuriickgreifen. Das unbestrittene Verdienst der klassi- 
schen cytologischen Arbeiten liegt in der Entdeckung der morphologischen 
Mannigfaltigkeit der Zelleinschliisse in pflanzlichen und noch mehr in tie- 
rischen Geweben. So verwundert es nicht, wenn heute im Schrifttum (vgl. 
Newcomer 1940, 1951) eine Unzahl von Synonymen fiir ,,Zelleinschliisse~ 
vorliegen: Bioblasten, Chondriosomen, Chondriokonten, Chondriomiten, 
Chromatinosomen, Cytosomen, Chromidien, Filamente, Faden, Granula, 
Histomeren, Kérner, Lipochondrien, Mikrosomen, Paramita, Plasmafaden, 
Plasmakérner, Plastosomen, Plastokonten, Plastochondrien, Plasmosomen, 
Polioplasma, Sphiaroblasten, Spharosomen u. a. Die damals zur Verfiigung 
stehenden Methoden haben nur eine mehr oder weniger deskriptive Analyse 
dieser Zelleinschliisse erméglicht. Ihre biologische Bedeutung ist nicht er- 
kannt worden. Die schon friihzeitig aufgestellten Hypothesen iiber ihre 
Bedeutung fiir den Organismus (vgl. Bioblastentheorie, Chromidienlehre) 
konnten experimentell nicht bewiesen werden. Sie sind aber in neuester Zeit 
wieder aktuell geworden (vgl. Biosomen-Hypothese von Lehmann). 

Schon diese kurz gestreifte Mannigfaltigkeit der Bezeichnungen fiir Zell- 
einschliisse deutet auf die Schwierigkeiten hin, die verschiedenen Typen der 
Zelleinschliisse cytologisch exakt zu definieren. Die ersten Angaben iiber 
kleine, an der Grenze der lichtmikroskopischen Sichtbarkeit liegende, mehr 
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oder weniger granulare Einschliisse des sonst optisch hyalinen Cytoplasmas 
gehen auf Hanstein, Altmann, Von la Valette St. George u. a. 
zuriick. Hanstein (1880) verstand unter ,,Mikrosomen“ alle diese mehr 
oder weniger granuléren Elemente des Cytoplasmas, die mit damaligen 
Methoden erfafit werden konnten. Bereits Von la Valette St. George 
(1886) hat aber die morphologische Verschiedenartigkeit dieser Mikrosomen 
erkannt. Er beschreibt ,,einzelne stark lichtbrechende Kérnchen“ und 
spricht weiterhin von ,mehr oder minder langen Fadchen*. Benda (1902) 
und spater Meves (1904) ist es dann durch spezifische Fixations- und Farbe- 
verfahren gelungen, die seitdem ,,Mitochondrien“ oder ,,Chondriosomen 
genannten Einschliisse des Cytoplasmas von den Mikrosomen zu unter- 
scheiden. In ungezahlten Arbeiten (Newcomer 1951, gibt mehr als 300 Ver- 
éffentlichungen an) sind die Chondriosomen dann cytomorphologisch 
und cytochemisch untersucht worden, ohne daft ihre Analyse heute als ab- 
geschlossen gelten kann. Diese Unvollkommenheit unserer Kenntnisse iiber 
die Natur der Chondriosomen geht aus der von Newcomer (1940) an- 
gegebenen Definition hervor: ,,.Es sind granulare, stabchen- oder faden- 
férmige Einschliisse des Cytoplasmas, die sich bei Fixierung mit Bi- 
chromaten (py 4,5—3.0) erhalten lassen und die in Sdéuren oder Fettlésungs- 
mitteln zerstért werden.” In neuester Zeit haben die von Strugger (1950, 
1951, 1953) entwickelten cytologischen Methoden zur Unterscheidung der in 
meristematischen Zellen héherer Pflanzen vorkommenden Proplastiden von 
den Chondriosomen gefiihrt. Sie haben eine gewisse morphologische Ahn- 
lichkeit, sind aber nach zwingenden experimentellen Befunden nicht mit 
den Chondriosomen identisch. Sie stellen ein selbstandiges cytoplasmatisches 
System dar. In den Grana der Proplastiden sind die Potenzen zur Chloro- 
phyllbildung — wahrscheinlich erblich fixiert — lokalisiert. Die von 
Guilliermond und seiner Schule aufgestellte Hypothese der Entstehung 
von Chloroplasten aus Chondriosomen ist damit widerlegt worden. Schon 
friiher hat Sorokin (1938, 1941) Methoden zur Unterscheidung der in 
chlorophyllfreien Zellen héherer Pflanzen (Blattepidermen u. a. Gewebe) 
vorkommenden Leukoplasten von anderen Zelleinschliissen angegeben. 


So ist der Terminus ,,Mikrosomen“ im heutigen Sprachgebrauch der 
botanischen Literatur auf granulare Einschliisse in Pflanzenzellen be- 
schrankt, die zwar im Lichtmikroskop leicht zu erkennen sind, iiber deren 
biologische Bedeutung bis in die neueste Zeit aber nichts bekanni ist. Es 
handelt sich um ca. 0,4 bis 0,6 uw grofe, immer sphirische Gebilde. Sie zeich- 
nen sich durch eine starke Lichtbrechung aus und unterscheiden sich damit 
von typischen Chondriosomen, Proplastiden und Leukoplasten. Im stré- 
menden Cytoplasma lebender Zellen haben sie gewéhnlich eine hohe Beweg- 
lichkeit, die starker ist als die gleich groRer Chondriosomen. Sie lassen sich 
mit den gebrauchlichen Fixierungsmitteln erhalten und geben positive Fett- 
reaktionen. Es ist die heute vorherrschende Meinung, daf Mikrosomen tote, 
fett- und lipoidartige Ausscheidungsprodukte des Cytoplasmas darstellen 
(Kiister 1951). Doch wird von anderen Autoren betont, daf sich unter dem 
Begriff Mikrosomen = Kleinkérner verschiedenartige Zellelemente verber- 
gen diirften. Die Kleinheit dieser Gebilde hat ihre nahere Analyse er- 
schwert, so daft in der heutigen Literatur nur wenig konkrete Angaben iiber 
die stoffliche Zusammensetzung und vermutliche Funktion der Mikrosomen 
vorliegen (Dangeard 1947). Die in manchen Zellen héherer Pflanzen mit 
Sicherheit permanent vorkommenden sphiarischen Cytoplasmaeinschliisse 
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(Mikrosomen) sind von Perner (1952a, b) naher untersucht worden. Auf 
Grund der vorliegenden Ergebnisse, auf die im Verlauf des Referats naher 
eingegangen werden soll, wird vorgeschlagen, diese Cytoplasmaeinschliisse 
im Sinne von P. A. Dangeard (1919) als Spharosomen und ihre Gesamt- 
heit in der Zelle als Sphérom zu bezeichnen. Sie miissen unbedingt von 
ephemeren Fett- oder Lipoidtropfen (granulations lipoidiques) unter- 
schieden werden. 

In der cytologischen Literatur (vgl. Guilliermond, Mangenot 
und Plantefol 1933; Dangeard 1947; Kiister 1951) sind nur wenig 
Angaben iiber das Vorkommen von Sphirosomen oder vergleichbaren Ge- 
bilden zu finden. Es ist auch nicht immer sicher, ob diese Einschliisse als 
permanente Einschliisse des Cytoplasmas erkannt worden sind. Bei Bak- 
terien und Blaualgen sind Spharosomen nicht festgestellt worden. Bereits 
bei den Algen sind aber permanente ,,Fetttropfen“ zu beobachten, die 
méglicherweise Spharosomen sein kénnten. Das Cytoplasma der Desmidia- 
ceen (Closterium) ist mit feinsten, an der Grenze der mikroskopischen Auf- 
lésung liegenden Granula erfiillt, die individualisiert erhalten bleiben, nie- 
mals zusammenfliefien und damit Spharosomen sein kénnten. Sie lassen 
sich deutlich von Chondriosomen unterscheiden (Fixation und Farbung). 
Mit Ausnahme des Lipoidreichtums ist ihre stoffliche Zusammensetzung un- 
bekannt. Das gleiche Bild zeigt das Cytoplasma von Spirogyra-Zellen. Bei 
den heterotrophen Pilzen ist es meist schwer, .,echte” Spharosomen von Fett- 
tropfen zu unterscheiden. Neben letzteren, die gleiche Lichtbrechung zei- 
genden Tropfen sind haufig feinste granulare Gebilde zu beobachien, die 
auch beim Hungern der Zellen nicht verschwinden. Bei Saccharomycodes 
Ludwigii unterscheidet Guilliermond (1930, 1932) neben metachromati- 
schen Kérpern auch den Spharosomen vergleichbare Strukturen (granula- 
tions lipoidiques). Nach Schander! (1950) sollen die Hefen keinen echten 
Zellkern besitzen. Die stark lichtbrechenden Granula werden von diesem 
Autor als Chondriosomen bezeichnet. Meissel u. Mit. (1950) finden eine 
elektive vitale Speicherung von Berberin durch Granula, die sie ebenfalls 
fiir Chondriosomen (Mitochondrien) halten. Im Zusammenhang mit der 
noch immer kritischen Beurteilung des Hefezellkerns (vgl. Brandt 1941; 
Lietz 1951) ist die Unterscheidung der Hefeeinschliisse ein cytologisches 
Problem, das nicht befriedigend gelést ist. Daf diese Granula nicht 
einheitlicher Natur sind, zeigen die Hinweise von Marquardt (1952), 
der mit Hilfe der Nadi-Reaktion Unterschiede fesistellen kann. Nach seinen 
Angaben gibt nur ein Teil dieser Partikel eine positive Reaktion. Im Hin- 
blick auf die grundlegenden Befunde von Ephrussi (1950) und seiner 
Schule wire eine exakte Bestimmung der Hefegranula von grofem Wert 
fiir die weitere Auswertung dieser Ergebnisse. 


Bei héheren Pflanzen sind die Spharosomen als permanente, im Cyto- 
plesma vorkommende Einschliisse besonders leicht in Epidermiszellen von 
Blattern, in deren Mesophyll, ferner in den Parenchymzellen der Sprosse 
und Wurzeln zu beobachten. Sie differieren von Pflanze zu Pflanze vor 
allem in ihrer GréRe und Zahl. Nach den Angaben von Dangeard (1947) 
sollen die in den Staubfadenhaaren von Tradescantia virginica zu beob- 
achtenden Einschliisse weder mit typischen Chondriosomen noch mit Sphiaro- 
somen identisch sein. Sie nehmen ihren cytomorphologischen Eigenschaften 
nach eine intermediare Stellung ein. Nach eigenen Beobachtungen im 
Phasenkontrastmikroskop an meristematischen, sich noch teilenden Zellen 
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und an ausgewachsenen Haaren trifft diese Fesistellung aber nicht zu. Es 
lassen sich bis in die embryonalen Zellen neben Plastiden aller Entwick- 
lungsstadien Chondriosomen charakteristischer Gestalt und typische kleinste 
Sphirosomen fesistellen. In den cytologisch wohl am besten bekannten 
Allium-Epidermen sind sowohl im Phasenkontrast als auch im Dunkelfeld 
neben normalen Chondriosomen und Sphirosomen kleinste, an der Grenze 
der Sichtbarkeit liegende, granulare Einschliisse zu beobachten (vgl. Strug- 
ger 1939). Sie sind nicht ohne weiteres den Chondriosomen und Sphiro- 
somen vergleichbar. Da sie nicht immer-zu beobachten sind, kann vermutet 
werden, daft es sich hier um feinste Entmischungstrépfchen handeln kénnte. 

So sind in den relativ wenigen Untersuchungen in allen Pflanzenzellen 
stark lichtbrechende, spharische Gebilde festzustellen gewesen, die regel- 
mafRig im Cytoplasma\:vorkommen. Sie variieren in der Gréfe, zeigen aber 
sonst immer gleiche mikroskopische Eigenschaften. Es lat sich noch nicht 
iibersehen, ob es sich bei diesen Gebilden jeweils immer um identische 
Strukturen handeln mag. 

Nach diesen cytomorphologischen Befunden kommen wir zu einer Ein- 
teilung der permanent im Cytoplasma vorkommenden Einsdhliisse, wie sie 
im Schema einer pflanzlichen Dauerzelle dargestellt ist (Abb. 2). Plastiden 
(hier Leukoplasten), Chondriosomen und Sphiarosomen unterscheiden sich 
durch ihren lichtmikroskopischen Aspekt, im Fixierungs- und Farbever- 
halten und auch in bestimmten cytochemischen Reaktionen. Es ist an- 
zunehmen, daf diesem morphologischen Unterschied entsprechend auch ihre 
Funktionen verschieden sind. Lang (1952) urteilt auf Grind biochemischer 
Befunde, da im Hinblick auf die geringe GréRe der Cytoplasma-Einschliisse 
und der grofen Stoffwechselleistungen, die ihnen zugesprochen werden, da- 
mit zu rechnen sei, dafi es bei gleichem morphologischem Aspekt verschieden- 
artige Einschliisse gibt, die sich nur in ihren stoffwechselphysiologischen 
Leistungen voneinander unterscheiden. So ist damit zu rechnen, daft die 
heute giiltige Einteilung der Cytoplasmaeinschliisse noch nicht endgiiltig 
sein wird. 

Von diesen, durch cytologische Analysen geschaffenen Voraussetzungen 
miissen wir ausgehen, um die Frage zu priifen, ob die Methode der ,,frak- 
tionierten Zentrifugation von Homogenisaten™ tatsachlich eine struktur- und 
funktionserhaltende Isolierung der verschiedenen Zelleinschliisse erméglicht. 
Mit der Homogenisation eines lebenden Gewebes ist in jedem Falle ein 
tiefgreifender mechanischer Eingriff in die dynamische Strukturordnung des 
Protoplasten verbunden. Von cytologischer Seite miissen daher Bedenken 
geaufert werden, ob im Hinblick auf die Labilitat der Zelleinschliisse bei 
diesem Verfahren die morphologische und physiologische Integritaét der 
Zellelemente erhalten bleibt. Nur in diesem Falle bedeuten diese Me- 
thoden einen Fortschritt fiir die biologische Analyse cytoplasmatischer Bau- 
elemente. Die kritische Durchsicht der nur in relativ geringer Zahl vor- 
liegenden Untersuchungen pflanzlicher Homogenisate und deren Fraktionen 
zeigt, daft diese anfanglich soviel Erfolg versprechende Methode nur be- 
dingt anwendbar ist und dafi sie aus mehrfachen Griinden zur Analyse 
der vitalen Zelleinschliisse nicht wesentlich beitragen kann. Wie die weiter 
zuriickliegenden Untersuchungen von Menke (1937, 1938, 1940) und spater 
von Granick (1938, 1949) u. a. an homogenisierten Blattern zeigen, ist es 
nur mdglich gewesen, Chloroplasten in einer cytologisch reinen Fraktion 
zu isolieren. Nach den Angaben der einzelnen Autoren besteht die ,,Pla- 
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stidenfraktion® aus mikroskopisch intakten Chloroplasten, die. frei von 
Bruchstiicken der Zellkerne und Plastiden ist. Die biochemische Analyse 
solcher Fraktionen hat wesentlich zur Aufklarung assimilatorischer Teil- 
prozesse beitragen kénnen (vgl. Rabinowitch 1945; Bonner 1950). 
Eine cytologisch einwandfreie Isolierung der Chondriosomen, Sphiérosomen 
und Proplastiden (Leukoplasten) ist bisher aber nicht méglich gewesen. 





Zellmembran 
Cytoplasma 


Zelisaftraum 
(Vakuole) 


Zellkern 


Plastiden 
(Leukoplasten) 


Chondriosomen 
(Mitochondrien) 


Sphirosomen 
(Mikrosomen) 








Abb. 2. Die lichtmikroskopische Organisation des Protoplasten einer pflanzlichen 

Dauerzelle (Schema). Im Cytoplasma sind als permanente Bauelemente neben dem 

Zellkern Plastiden, Chondriosomen und Sphirosomen (Mikrosomen) zu _ unter- 
scheiden. 


Diese Tatsache wird von den Autoren bei der Auswertung ihrer Ergebnisse 
nicht geniigend beriicksichtigt. 

Von Euler (1948, 1949) gibt an, daB die ,,.Fraktion der mikroskopischen 
Partikel“ bei Pollen- und Blatthomogenisaten nicht einheitlich zusammen- 
gesetzt sei. Auch Du Buy und Lackey (1950) kénnen die von ihnen als 
..Mitochondrienfraktion“ bezeichnete Anreicherung kleinerer Teilchen bei 
Homogenisaten von Bliattern cytologisch nicht bestimmen. Angaben iiber 
den Reinheitsgrad fehlen. So kann die enzymatische Analyse dieser Frak- 
tion keinen Aufschluf iiber die physiologischen Eigenschaften der ver- 
schiedenen Zelleinschliisse geben. Es geht nicht an, die Leistungen einer 
solchen morphologisch uneinheitlichen Fraktion .,lichtmikroskopischer Par- 
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tikel“ ausschlieRlich den Chondriosomen (Mitochondrien) zuzusprechen, 
wenn Angaben iiber den Verbleib der Sphaérosomen und der Triimmer von 
Zellkernen und Plastiden gleicher Gréfenordnung nicht gemacht werden 
kénnen. Bei diesem Objekt sind Spharosomen intra vitam im Lichtmikro- 
skop nachweisbar. Auferdem zeigen die Chondriosomen lebender Zellen 
andere morphologische Eigenschaften als im Homogenisat. Ebensowenig 
gelingt McClendon (1951) eine cytologisch befriedigende Analyse der 
einzelnen Fraktionen seiner Blatthomogenisate. Er gibt an, daft die Frak- 
tion der kleinsten lichtmikroskopischen Partikel (30 Min. lang bei 15.000 g 
zentrifugiert) in chemischer Hinsicht nicht einheitlich sei. Neben wenig 
Chlorophyll ist eine geringe Menge von DNS (Desoxy-Ribonukleinsaure) 
und ein gréRerer Anteil von RNS (Ribonukleinsdiure) nachzuweisen. Aus 
der Tatsache, daB diese 
Fraktion reich an Cyio- 
chrom-Oxydase ist, wird 
vermutet, daf sie vor- 
wiegend aus Mitochon- 
drien (Chondriosomen) 
zusammengesetzt sei. 
(hey are presumbly 
mitochondria’). Es lie- 
gen aber in der botani- 
schen Literatur keiner- 
lei gesicherte Angaben 
vor, daB die Chondrio- 
somen lebender, intak- 
Pa Me ier Zellen tatsaichlich 
Abb. 3. Phasenkontrastaufnahme eines Homogenisats allein Trager dieses Fer- 
aus lebenden Allium-Epidermen (Angaben iiber die ments sind (vgl. Per- 
Praparation siehe Perner u. Pfefferkorn 1953), Der 1952a, b). Stok- 
Die Einschliisse des Cytoplasmas degenerieren zu king (1951) gelingt mit 
lichhtbrechenden .,Granula“ unterschiedlicher Grdfe. der gleichen Methodik 

nur eine Trenung von 

small granules about 
1 uw size“. In dieser Gréfenordnung liegen aber beim lebenden Objekt jeweils 
Chondriosomen und Spharosomen. Auch eigene Untersuchungen (Perner 
1952c; Perner und Pfefferkorn (1953) haben bei der Analyse von 
Homogenisaten der Schuppenblatter von Allium Cepa nicht zu einem be- 
friedigenden Ergebnis gefiihrt. Abb. 3 zeigt aus lebenden Allium-Epider- 
men unter Beriicksichtigung aller Kautelen isoliertes Cytoplasma sofort 
nach Beendigung der Homogenisation im Phasenkontrast photographiert. 
Der Vergleich zu Abb. 1 ergibt, daft eine sichere cytologische Bestimmung 
der verschiedenen Cytoplasmaeinschliisse nicht mehr méglich ist. 


Durch. fraktionierte Zentrifugation eines Homogenisats ist damit nach 
allen Befunden eine exakte Trennung der Spharosomen und Chondrio- 
somen sowie eine sichere Isolierung der vorhandenen Zellkern- und Pla- 
stidentriimmer nicht méglich gewesen. Wahrscheinlich sind die Unterschiede 
im spezifischen Gewicht dieser Partikel so gering, dafi technisch eine Tren- 
nung voneinander nicht méglich ist. Nachdem die Herkunft der verschiede- 
nen Granula von Fraktionen lichtmikroskopischer Partikel nicht mit 
Sicherheit zu bestimmen ist, kann auch die biochemische Analyse keine 
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Auskunft iiber die Verteilung enzymatischer Prozesse geben, wie sie den 
Verhiltnissen in der lebenden, intakten Zelle entsprechen. Die enzymatische 
Leistung der sogenannten ,,Mitochondrienfraktion“ der Autoren diirfte sich 
in einem nicht iiberseh- 
baren Verhaltnis aus den 
Leistungen aller kleineren 
Cytoplasmaeinsdhliisse 
und von Artefakten zu- 
sammensetzen, die bei der 
Homogenisation sowohl 
aus den Plastiden und 
den Zellkernen als auch 
aus dem Cytoplasma ent- 
stehen. Letztere diirfen 
in keinem Falle vernach- 
laissigt werden. Wie in 
Abb. 4 und 5 dargestellt 


ist, sind im Homogenisat : oat 
von Schuppenblattern Abb. 4. Bei der Homogenisation lebender Allium- 


(Allium Cepa) Gebilde Epidermiszellen entstehen aus den Plasmagrenz- 
zu. beobachten, die mor- schichten perlschnurartige, . granulire Artefakte, 
phologisch Leukoplasten die morphologisch Chondriosomen ahneln. 
und Chondriosomen &h- 

neln, aber in Wirklichkeit cytoplasmatische Kunstprodukte darstellen. 
Sie kénnen unter Umstanden einen relativ grofen Anteil an der 
Fraktion mikroskopischer Partikel haben. Entgegen der Ansicht man- 
cher Biochemiker (vgl. 
Chessin 1951 wu. a.) 
bleibt das Cytoplasma 
(Hyaloplasma) bei der 
Homogenisation keines- 
falls im mikrodisper- 
sen Zustand und ent- 
spricht demnach nicht 
dem sogenannten .,Zen- 
trifugat™. 

Weiterhin muf da- 
mit gerechnet werden, 
daf bei der Homogeni- 
sation zu beobachtende 
morphologische Veran- 
derungen der _labilen 


So 
Fe 
q 








Abb. 5. Plasmaschollen aus dem Homogenisat le- 

bender Allium-Epidermen, die bei mechanischer Zer- VHNeinadiiasse wate ath 

stérung des Protoplasten als Artefakte aus dem Cyto- 
plasma entstehen. 


che im physiologischen 
Reaktionsverfahren 
nach sich ziehen. Dies 
ergibt sich aus der Fluorochromierung der Baulipoide ' mit ‘Rho- 
damin B nach Strugger (1938, 1949) und der zur Kennzeichnung 
.echter* Chondriosomen geeigneten Janusgriinfarbung bei ihrer Anwen- 
dung an Homogenisaten. Die degenerierenden, isolierten Chondriosomen 
verandern sich in ihrer stofflichhen Zusammensetzung (Verlust des Farbe- 
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vermégens fiir Rhodamin B) und damit im Reaktionsverhalten gegeniiber 
Janusgriin. Trotz Einhaltung niederer Temperaturen, hyper- und isotoni- 
scher Medien und geeigneter Pufferung kénnen diese licht- und elektronen- 
optisch nachweisbaren Veranderungen nicht verhindert werden (Perner 
und Pfefferkorn (1953). Sie kénnen nicht allein auf den Einfluf des bei 
der Homogenisation frei werdenden, chemisch sehr heterogenen Zellsaftes 
der hier untersuchten Dauerzellen zuriickgefiihrt werden (vgl. Paech 1952). 
Wahrscheinlich sind die Ursachen darin zu suchen, daft mit der mechanischen 
Zerstérung der vitalen Strukturordnung bei der Homogenisation die an 
chemisch labilen Stoffgruppen (Phospholipoide u. 4.) reichen Cytoplasma- 
einschliisse degenerieren und daf durch frei werdende enzymatische Sy- 
steme ein weiterer Abbau der koagulierten cytoplasmatischen Strukturen 
erfolgt. 

Ohne auf die Befunde an tierischen Homogenisaten eingehen zu wollen 
(vgl. Bourne 1950; Chessin 1951; Lehninger 1952; ferner Kritik dieser 
Ergebnisse bei Schiimmelfeder 1952), zeigen die Untersuchungen an 
pflanzlichen Homogenisaten, daff die von cytologischer Seite geauferten 
Bedenken zu Recht bestehen. Vor einer Verallgemeinerung der mit diesen 
Methoden an bestimmten Objekten gewonnenen Erkenntnisse muf gewarnt 
werden, solange iibereinstimmende Ergebnisse an lebenden und intakten 
Zellen nicht vorliegen. Es mufi gefordert werden, daft bei jeder biochemi- 
schen Analyse von Homogenisaten vom morphologischen und _ physiologi- 
schen Zustand der lebenden, intakten Zelle ausgegangen werden sollte und 
da alle bei der Praparation eintretenden Veranderungen mit méglichst 
verschiedenartigen Methoden beurteilt werden. 

In diesem Zusammenhang muf} auch zu dem Problem der sublichtmikro- 
skopischen Bauelemente des Cytoplasmas Stellung genommen werden. Mit 
Hilfe von Homogenisation und fraktionierter Ultrazentrifugation haben 
Claude (1938, 1939, 1941, 1943) u. a. neben ..lichtmikroskopischen Partikeln“ 
auch ,,sublichtmikroskopische Granula™ isolieren kénnen, die von Claude 
(1943) nicht sehr gliicklich als ,,.Mikrosomen* bezeichnet worden sind. Frey- 
Wyssling (1949) und Weber (1952) haben den Vorschlag gemacht, diese 
Partikel besser ,,SSubmikrosomen“ zu nennen. Solche Gebilde sind gleich- 
zeitig von verschiedenen Untersuchern isoliert worden. Claude (1938, 
1939, 1940) hat Teilchen von 50 bis 200 u« Durchmesser in Homogenisaten 
vom Embryonen, bésartigen Geschwiilsten und anderen Geweben gefunden. 
Stern (1939) hat sie im Herzmuskelhomogenisat von Mausen entdeckt. Von 
Jeener und Brachet (1941), Chantrenne (1944) und Brachet (1947) 
sind sie auch in pflanzlichen Gewebehomogenisaten (Hefen, Getreide- 
embryonen) isoliert worden. Ihre Abtrennung scheint in starkem Mafe von 
der Praparationstechnik abzuhangen. Nach Hogeboom (1949) hat die Kon: 
sistenz des Mediums einen grofen EinflufZ. In hypertonischer Glukose ge- 
lingt nur eine Abtrennung von Teilchen bis zu 100 uu Durchmesser. Solche 
von 50 wu kénnen erst nach Wasserzutritt zur Suspension abgeschieden wer- 
den. Der Reinheitsgrad des bei fraktionierter Ultrazentrifugation zuriick- 
bleibenden Zentrifugats (sogenannte Cytoplasmafraktion) haingt weiterhin 
von der Leistungsfahigkeit der verwendeten Ultrazentrifuge ab. Nach einer 
Abtrennung von Submikrosomen bei 50.000 g lat sich eine neue granulire 
Fraktion bei 100.000g niederschlagen (Lang 1952). Es ist nicht zu iiber- 
sehen, ob bei noch héheren Zentrifugalkraften weitere ,,Submikrosomen™ 
vom Zentrifugat abzutrennen sind. 
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Ob es sich bei diesen aus Homogenisaten isolierten Granula- um pra- 
existente, auch in der lebenden und intakten Zelle vorhandene Bauelemente 
oder um Priparationsartefakte handelt, ist noch weitgehend ungekliirt. 
Zellkerne, Plastiden, Chondriosomen und Sphiarosomen lassen sich als licht- 
mikroskopisch dimensionierte Einschliisse ohne weiteres in der lebenden 
Zelle nachweisen. Der Beweis fiir die Existenz von Submikrosomen kann 
dagegen nicht mit der notwendigen Sicherheit durch direkie Beobachtungen 
erbracht werden. Besonders von zoologischer Seite (vgl. Lehmann 1950) 
wird angenommen, daft das Cytoplasma globulare Partikel als permanente 
sublichtmikroskopische Struktureinheiten besitzt. Sie sollen am Aufbau 
der cytoplasmatischen Kleinraume beteiligt sein, und es wird ihnen auch 
eine gewisse morphogenetische Bedeutung zugesprochen. Nach den von 
Lehmann (1950) vertretenen Ansichten muff man diese Partikel zu den 
sogenannien ,,Biosomen” zaéhlen. Darunter versteht Lehmann komplexe 
Gefiige von Makromolekiilen, die autoreproduktive Fahigkeiten besitzen 
und Einheiten im Stoffwechselgeschehen darstellen. Claude (1943) 
glaubt Submikrosomen auch in der lebenden Zelle bei seitlicher Beleuchtung 
im Ultramikroskop gesehen zu haben. Wenig iiberzeugend sind dagegen 
elektronenoptische Analysen isolierter Submikrosomen, wie sie von Claude 
und Fullam (1945, 1946) dargestellt worden sind. Bei der Unsicherheit 
unserer Kenninisse iiber den Einflu&8 der Praparationsmethoden ist an- 
zunehmen, daf es sich um Artefaktstrukturen handelt. Die Ultrazeniri- 
fugation der intakten, lebenden Leber von Amphiuma tridactylum ergibt 
eine Sonderung des Cytoplasmas in Schichten, die man mit Hilfe von Far- 
bungen identifizieren und mit den entsprechenden Fraktionen des Homo- 
genisats vergleichen kann (Claude 1943). Die zentripetale Schicht ent- 
spricht dem Cytoplasma (Hyaloplasma), die folgende den Submikrosomen, 
wahrend sich nach dem zentrifugalen Pol die Chondriosomen und Zellkerne 
absondern. Da experimentell nicht bewiesen werden kann, daft diese Schich- 
tung reversibel ist und damit noch der vitalen Strukturordnung entspricht, 
erscheint es fraglich, ob diesen Versuchen eine Beweiskraft fiir die Existenz 
von Submikrosomen zukommt. So gibt Newcomer (1940) an, daft in 
eigenen Versuchen eine 10 Min. lange Zentrifugation bei nur 2500 g zu einer 
vélligen Zerstérung der Chondriosomen fiihre. Claude muf aber mit 
wesentlich héheren Zentrifugalkraften arbeiten, um die erwahnte Schich- 
tung zu erreichen. Brachet und Jeener (1944) und Brachet (1947) 
zeigen, daft die den Submikrosomen entsprechende Schicht ultrazentri- 
fugierter Zellen alle charakteristischen Ziige des chemischen Aufbaus iso- 
lierter Submikrosomen trage. Auch diese Ergebnisse kénnen den Einwand 
nicht entkraftigen, daB die Ultrazentrifugation lebender Zellen zur irre- 
versiblen Zerstérung der sublichtmikroskopischen Strukiurordnung fiihrt 
und daft die sogenannten Submikrosomen sekundire Praparationsarte- 
fakte darstellen. 


Die Frage nach dem Vorhandensein sublichtmikroskopischer Struktur- 
einheiten des Cytoplasmas ist grundsatzlich zu bejahen. Doch miissen 
Zweifel geaiufert werden, ob diese bei der Labilitat des Cytoplasmas auf 
dem Wege der Homogenisation und Ultrazentrifugation nachgewiesen wer- 
den kénnen. Dem Cytologen diirfte es schwerfallen, sich der optimistischen 
Auffassung mancher Biochemiker anzuschliefen (vgl. Chessin 1951), nach 
der die im Cytoplasma vorhandenen sublichtmikroskopischen Struktur- 
einheiten durch ,,starkes Zentrifugieren des Homogenisats in Form eines 
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Niederschlags isoliert werden kénnen“. Dennoch vermitteln die in der Lite- 
ratur vorliegenden biochemischen Analysen eine Vorstellung der méglichen 
Organisation des Cytoplasmas. Die nach Angaben von Schneider, 
Claude u. a. (siehe Chessin 1951) zusammengestellte Tabelle (Tab. 1) 
geht vor allem auf amerikanische Untersuchungen zuriick. Der niedrige 
Gehalt an Stickstoff weist auf einen groffen Prozentsatz nicht eiweifartiger 
Substanzen hin. Die hohen Werte fiir Phosphor lassen auf Phospholipoide, 
Nukleinsauren u. a. schlieBen. Die verhaltnismaRig hohen Prozentzahlen fiir 
Eisen und Kupfer sprechen fiir eine Anreicherung von Fermenten, die diese 
Schwermetalle in ihrer prosthetischen Gruppe fiihren. Der Lipoidgehalt der 
Submikrosomen ist wesentlich héher als der Gesamtlipoidgehalt der Zelle, 
wobei der grofte Anteil an Phospholipoiden fiir die stoffwechselphysio- 
logische Bedeutung dieser Stoffe spricht. Der Phosphorgehalt ist auch nach 
der Extraktion der Lipoide noch relativ grof; die Fraktion ist demnach 
reich an Nukleoproteiden. 


Die biochemische Analyse isolierter Submikrosomen ergibt damit eine 
ahnliche Zusammensetzung, wie sie fiir isolierte lichtmikroskopische Par- 
tikel tierischer Gewebe gefunden worden ist. Beide Fraktionen lassen 
sich als ,,Phospholipoid-Ribonukleoproteid-Komplexe” kennzeichnen. Diese 
Tatsache kann auch in der Weise gedeutet werden, daft in beiden Fallen 
eine Absonderung chemischer Komplexe erzielt worden ist, die als Kunst- 
produkte bei der mechanischen Zertriimmerung des Protoplasten frei wer- 
den (vgl. Schiimmelfeder 1952). Hinsichtlich der enzymatischen Lei- 
stung liegen allerdings Unterschiede zwischen beiden Fraktionen vor. So 
ist die Cytochrom-c-Reduktase zu ungefahr 36—358% in den Submikro- 
somen enthalten, wahrend die lichtmikroskopischen Partikel ca. 30% 
fiihren. Ferner sind 27% der Arginasen, bis zu 58% der Esterasen und 
schlieBlich verschiedene Phosphatasen in der Fraktion der Submikrosomen 
nachzuweisen. Cytochrom-Oxydase ist in dieser Fraktion nur zu einem 
geringen Teil vorhanden. Diese Angaben iiber die stoffliche Zusammen- 
setzung und die physiologischen Leistungen isolierter sublichtmikroskopi- 
scher Partikel wirken durch ihre Exaktheit iiberzeugend. Man darf aber 
keinen Zweifel dariiber haben, daf Submikrosomen erst nach auBerordent- 
lich tiefgreifenden, strukturzerstérenden Eingriffen in den lebenden Proto- 
plasten erhalten werden kénnen. Bei dem heutigen Stand der Forschung 
erscheint es nicht gerechtfertigt, diese Angaben auf die Verhiltnisse leben- 
der und intakter Zellen zu beziehen. 


Um die morphologische und physiologische Natur der Baueinheiten 
des Cytoplasmas — in diesem Falle die Spharosomen — analysieren und 
von anderen Zelleinschliissen abgrenzen zu kénnen, sind wir daher immer 
noch auf vergleichende Untersuchungen an méglichst intakten, lebenden 
oder fixierten Pflanzenzellen angewiesen. Neben neuartigen Mikroskopier- 
verfahren (Phasenkontrast-, Fluoreszenz- und UV-Mikroskop) kénnen vom 
Untersucher verbesserte Fixierungsmethoden (Gefriertrocknung nach A |lt- 
mann-Gersh) und spezifische cytochemische Reaktionen herangezogen 
werden. Beziiglich der Analyse pflanzlicher Spharosomen stehen wir aber 
erst am Anfang, da diese Gebilde bisher wenig Beachtung gefunden haben 
und gegeniiber den Chondriosomen vernachlassigt bzw. mit ihnen ver- 
wechselt worden sind. 
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Tab. 1. Die chemische Zusammensetzung der Submikrosomen, aus 
tierischen Geweber isoliert (nach Angaben von Claude, 1943). 


a) Verteilung der Elemente (Werte in Prozenten des Trockengewichts) 


5, RR GM Bence in Rete IM tt eee tae 8,2 — 9,47 
| SSR etoile eet ce SRE i, Soot oF aM, ee 1,15— 2,11 
RES nv nc rgy ae tar ee (eal ae a 0.46— 0,87 
SENSI rt ae IN Oe RSV oe 7 36.6 —395 

Bek. aia ae eet Pet GARE ec eae ae 8,3 — 9,1 

| SSS ee eine er ied Sages Tes Pageant Rede Sere tee, 0,02— 0,04 
OR OAL SMR Motel aise ees Seltie, EP 0,01i— 0,02 


b) Verteilung organischer Stoffgruppen (Werte in Prozenten des 
Trockengewichts) 


Allgemome Ligbide. ee a ee 43,4 
PUI ce ter a ee = > ee 
MGEINGREO te ee eae 
eo aM a ite or Hin, Sas Bb Gap esr sates we a 30.4 
Nicht identifizierter Riickstand ...... . 3.4 


c) Verteilung von Fermenten (nach Angaben von Lang, 1952) 


Cyiodisomoxvdase (336 Es _ 


Cytochrom-c-Reduktase ......... 36—38% 
Wiatalatie. eri fer ae 7% 

i ERA CEE aia Reel eae is ou aE Pee tS SF 27% 

DIUredee RS 6S SE Os a a 47—58% 
ines 3) See ea ee 19% 

Phosphatase, alkalish ......... 10—26% 
Phosphatase, saure ........... 5—10% 
Glukose-6-Phosphat-Phosphatase .. . . 47—85% 
Adenylsaure-Phosphatase ........ 5—10% 
POV PORE sr Cigi Fete Trae 2—5% 


(Diese Zahlenwerte stammen von verschiedenen Autoren und sind an verschie- 
denen Homogenisaten gewonnen.) 


Das Ziel eigener Untersuchungen (Perner 1952a, b, c, Perner und 
Pfefferkorn 1953) ist es gewesen, die morphologische und physiologische 
Natur der in manchen Pflanzenzellen regelmafig vorkommenden Sphiaro- 
somen (Mikrosomen) soweit aufzukliren, dali sie mit Sicherheit von Chon- 
driosomen und ephemeren Stoffwechselprodukten (paraplasmatische Bil- 
dungen) unterschieden werden kénnen. Abschliefende Ergebnisse kénnen 
noch nicht mitgeteilt werden. Die verwendeten Allium-Epidermiszeilen 
der Schuppenblatter von Allium Cepa sind dafiir besonders geeignet, da die 
verschiedenen Zelleinschliisse — Leukoplasten, Chondriosomen, Sphiro- 
somen — (vgl. Abb. 1) cytomorphologisch leicht zu erkennen sind und gleich- 
zeitig das Reaktionsverhalten dieser Gebilde gut kontrollierbar ist. Die 
Konfiguration des Protoplasten der Allium-Epidermiszellen enispricht dem 
allgemeinen Typus, wie er fiir héhere Pflanzen (Dauerzellen) charakte- 
ristisch ist. 

Es soll zunichst von den cytomorphologischen Eigenschafiten der Spharo- 
somen lebender, physiologisch méglichst unbeeinfluBter Zellen ausgegangen 
werden, wie sie im Hellfeld, Phasenkontrast und Dunkelfeld festzustellen 
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sind. Ihre Gréfe schwankt zwischen 0,6 und 1.4. Sie zeigen im Hellfeld 
alle typischen Eigenschaften, wie sie bereits a. a. O. geschildert worden sind. 
Chondriosomen und Leukoplasten sind dagegen nur bei starkerer Abblen- 
dung zu erkennen. Einzelheiten des inneren Aufbaus lassen sich nicht fest- 
stellen. Im Phasenkontrast sind die Spharosomen wiederum an ihren op- 
tischen. Eigenschaften von Chondriosomen und Leukoplasten abzugrenzen 
(vgl. Abb,.1). Je nach der Art des verwendeten Geriits sind sie entweder 
tiefschwarz (Einrichtung von Leitz) oder grau (Einrichtung von Zeift- Jena). 
In.jedem Falle zeigen sie als spharische Gebilde starke Beugungserschei- 
nungen. Auch im Dunkelfeld haben die Spharosomen ein anderes Aus- 
sehen als Chondriosomen und Leukoplasten. Im optisch leeren Cytoplasma 
leuchten die Sphirosomen silbrig auf, wihrend die Chondriosomen und das 
Stroma der Leukoplasten dunkel erscheinen. Nur die Grenzschichten beider 
Einschliisse und die Grana der Leukoplasten geben einen matten grauen 
Glanz geringer Intensitat. 


Bei der cytomorphologischen Analyse der Sphaérosomen kénnen auch 
fluoreszenzmikroskopische Vitalfarbungsmethoden wertvolle Dienste lei- 
sten. Die Fluorochrome Rhodamin B, Nilblausulfat, Phosphin 3R und 
schlieBlich Berberinsulfat vermégen die verschiedenen Zelleinschliisse mehr 
oder weniger elektiv anzufarben. Im einen Falle gelingt nur eine Fluoro- 
chromierung der Chondriosomen und Leukoplasten, im anderen farben sich 
nur die Sphirosomen, wahrend Phosphin 3R alle Einschliisse mit unter- 
schiedlicher Intensitaét im Fluoreszenzmikroskop sichtbar macht. Die Me- 
chanik der Farbstoffbindung ist nur zum Teil bekannt, die fluoreszeuz- 
mikroskopischen Differenzen im Speicherungsvermégen erleichtern aber das 
Erkennen ,,echter” Spharosomen. Mit Rhodamin B, einem véllig unschad- 
lichen Vitalfarbstoff, der durch Léslichkeitsspeicherung von fetthaltigen Ein- 
schliissen und lipoiden Strukturen gebunden wird, lassen sich nach Strug- 
ger (1938, 1949) nur die Chondriosomen und Leukoplasten elektiv anfarben, 
die Spharosomen dagegen nicht. Das Cytoplasma fluoresziert nur schwach 
goldgelb, wahrend die Chondriosomen und Leukoplasten eine intensive 
goldgelbe Fluoreszenz aufweisen. Eine Speicherung von Rhodamin B durch 
die Spharosomen ist auch im Hellfeld nicht festzustellen. Diese Tatsache 
kann nicht in der Weise erklart werden, daft diese keine Lipoide oder Fette 
enthalten. Die Ursache diirfte vielmehr in spezifischen Unterschieden der 
stofflichen Zusammensetzung und vor allem in Besonderheiten des struk- 
turellen Aufbaus der Spharosomen liegen. Nilblausulfat wird nach Dra- 
wert (1952) intra vitam nur durch die Spharosomen gespeichert, wahrend 
die Chondriosomen keinerlei beobachtbare Aufnahme zeigen. Die Fluo- 
reszenz der Spharosomen wird auf eine Lésung des lipophilen Farbmolekiils 
in der lipoiden Phase zuriickgefiihrt. Im Hellfeld entzieht sich diese Spei- 
cherung der mikroskopischen Beobachtung. Ebenso gelingt mit Berberin- 
sulfat eine elektive Fluorochromierung der Sphaérosomen (Strugger 1939; 
Perner 1952b). Eine Bindung durch die Chondriosomen und Leukoplasten 
ist weder im Hellfeld noch im Fluoreszenzmikroskop feststellbar. Mit 
Phosphin 3R, einem Fluorochrom, das nach Popper (1944) von Neutral- 
fetten mit weiflich-gelber Fluoreszenz gespeichert wird, farben sich die 
Sphirosomen am intensivsten, die Chondriosomen und Leukoplasten nur 
mit schwacher Fluoreszenz. 


Wo immer die intravitale Analyse eines Objektes méglich ist, sollte sie 
nach diesen Befunden zu einer morphologischen Unterscheidung der Sphiro- 
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somen von Chondriosomen u. a. Einschliissen herangezogen werder.. Orien- 
tierende Versuche mit einer Reihe von Objekten aus dem Bereich niederer 
und hdherer Pflanzen haben immer das gleiche Farbeverhalten der Zell- 
einschliisse ergeben, wie es hier fiir Allium-Epidermen geschildert wor- 
den ist. vet 

Sphirosomen und Chondriosomen zeigen weiterhin charakteéristiscié’ 
Unterschiede gegeniiber Fixierungsmitteln. Wahrend Chondriosomen’ nach 
den klassischen Erfahrungen (vgl. Newcomer 1940) sehr fixationslabil: 
sind, kénnen die Spharosomen praktisch mit allen Fixierungsmittelh er- 
halten werden. Sowohl nach eiweif- als auch nach lipoidfallender Fixation’ 
bleiben die Sphérosomen unverandert. Osmiumsiaure und deren Gemische 
braunen bzw. schwarzen Spharosomen durch Einlagerung von reduziertem 
Osmium. Die Sphirosomen bleiben auch nach Fixation mit Alkohol oder 
Formol erhalten, wahrend Chondriosomen dabei zerstért werden. Sofern 
eine langere Behandlung mit fettlésenden Agenzien vermieden wird, lassen 
sich Spharosomen gut mit Fettfarbstoffen anfarben (Sudanfarbstoffe, Phos- 
phin 3 R, Nilblausulfat, Rhodamin B u.a.). Mit basischen Plasmafarbstoffen 
(Pyronin, Viktoriablau u. a.) ist ohne vorherige Extraktion der Fette und 
Lipoide eine Anfarbung nicht zu erreichen. 

Die leichte Farbbarkeit der Spharosomen mit lipophilen Farbstoffen 
weist auf den hohen Fett- und Lipoidgehalt hin. Dieses Verhalten hat zu 
der vor allem von der franzésischen cytologischen Schule Guilliermonds 
vertretenen Auffassung gefiihrt, daf& die Sphirosomen (Mikrosomen) als 
granulations lipoidiques Fetitropfen paraplasmatischen Ursprungs sind. 
Sie sollen nicht Bestandteile des Cytoplasmas, sondern Ausscheidungs- 
produkte (ergastische Bildungen) darstellen. Dafiir sprechen neben der 
tropfenférmigen, spharischen Form die starke Lichtbrechung, wie sie Fett- 
tropfen eigen ist, vor allem die leichte Farbbarkeit mit Fettfarbstoffen. 
Nach Guilliermond sollen die ,,granulations lipoidiques“ weiterhin durch 
Extraktion mit Lipoidlésungsmitteln vollstandig aufgelést werden, ohne 
daft sichtbare Reste zuriickbleiben. Beim Hungern lebender Zellen ver- 
mindert sich die Zahl und die GréRe derartiger Tropfen. Diese Beobachtun- 
gen treffen sicher fiir viele Objekte zu, und es besteht kein Zweifel dar- 
iiber, dai diese Gebilde (Mikrosomen, granulations lipoidiques) Ausschei- 
dungsprodukte des Cytoplasmas mit Reservestoffcharakter sind. An an- 
deren Objekten — so bei-den hier untersuchten Allium-Epidermen — kén- 
nen diese Erfahrungen aber nicht bestatigt werden. 

Als: strukturlose; durch Entmischung (Lipophanerose) aus dem Cyto- 
plasma entstandene Fett- und Lipoidtropfen miiRten sich die Sphirosomen 
der Allium-Epidermen intra vitam mit allen lipophilen Fettfarbstoffen an- 
farben lassen, nachdem Modellversuche gezeigt haben, da diese mehr oder 
weniger unspezifisch mit allen Fetten und lipoiden Subsianzen reagieren. 
Dieses trifft aber nicht immer zu. Rhodamin B, das nach Strugger (1938, 
1949) durch Loslichkeitsspeicherung von fetthaltigen Einschliissen und von 
den lipoiden Komponenten des Cytoplasmas gebunden wird, kann in den 
lipoidreichen Sphirosomen weder im Hellfeld- noch im Fluoreszenzmikro- 
skop optisch nachgewiesen werden. Trotz des Fehlens eines optischen Nach- 
weises kann eine Aufnahme von Rhodamin B durch die Sphiirosomen er- 
folgt sein, wenn man annimmt, daf der Farbstoff in einer optisch nicht 
erfafbaren Leukostufe vorliegt. Gegen diese Vermutung spricht die Tat- 
sache, dai die Fluoreszenzeigenschaften von Rhodamin B auch nach Reduk- 
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tion oder Ausschiittelung in den verschiedensten Lipoidlésungsmitteln 
unverandert erhalten bleiben. Nachdem Rhodamin B von fixierten Spharo- 
somen, wenn auch in geringerem Malte, gespeichert wird, ist es unwahr- 
scheinlich, daft die stoffliche Zusammensetzung der Spharosomen fiir den 
mangelnden Farbeeffekt an lebenden Zellen verantwortlich ist. Verschie- 
dene experimentelle Befunde sprechen dafiir, daf die besondere Struktur 
der Oberflachenschichten eine intravitale Bindung von Rhodamin B durch 
die Spharosomen unmédglich macht. 

Die Spharosomen der Allium-Epidermen kénnen auch nicht im Sinne 
der Guilliermondschen Auffassung Initialphasen bei der Entstehung 
groRer Fetitropfen (Reservefette) darstellen. Es ist in keinem Falle zu be- 
obachten gewesen, daf die Spharosomen zusammenfliefen und damit gréfere 
Tropfen bilden. Es laBt sich im Gegenteil feststellen, da bei einer ex- 
perimentell erzwungenen Verfettung von Allium-Epidermiszellen die se- 
kundar im Cytoplasma entstandenen Fetttropfen sich eindeutig von den 
Spharosomen unterscheiden lassen. Diese bleiben unverandert erhalten 
(Perner 1952b) und zeigen andere Farbereaktionen als die sekundar 
gebildeten Fetttropfen. Nach Lettré (1951) kommt es bei einer Hemmung 
der Sauerstoffatmung durch eine physiologische Umstellung des Zellstoff- 
wechsels zu einer Verfettung des Cytoplasmas, so daf durch Entmischung 
grote Fetttropfen gebildet werden. Hilwig und Schmitz (1951) haben an 
tierischen Gewebekulturen nach einer Behandlung mit Berberinsulfat die 
Hemmung der Sauerstoffatmung durch verminderten O,-Verbrauch messen 
kénnen und beobachten als Folge eine Verfettung des Cytoplasmas. Das 
gleiche Verhalien zeigen auch pflanzliche Zellen. Angeschnittene Zwiebeln 
von Allium Cepa sind in eine Lésung von Berberinsulfat (1: 10.000, Lei- 
tungswasser) eingestellt worden, so dafi der Farbstoff in die Schuppen- 
blatter einzudringen vermag. Nach einigen Tagen kommt es zu einem 
gegeniiber den Kontrollen gehemmten Austrieb von Wurzeln und der 
Sprosse. Nach 7 Tagen zeigen die frei praparierten Epidermiszellen der 
Schuppenbliatter im Cytoplasma eine grofe Zahl von Fetttropfen ver- 
schiedener Gréfe, wahrend die Spharosomen unverandert erhalten ge- 
blieben sind (Fluoreszenz zeigen nur Spharosomen). Mit Rhodamin B sowie 
mit anderen Fettreaktionen ist nachweisbar, daf} die sekundar aufgetretenen 
Gebilde entmischte Fetttropfen sind. 

Die Ol- oder Fetttropfen mancher Speicherorgane differieren in der 
GréfRe und Form. Sie flie&en meist zusammen und verschwinden beim 
Hungern der Zellen. Spharosomen haben dagegen relativ konstante Formen, 
flieRen nicht zusammen und verschwinden auch bei langerem Hungern 
der Zellen nicht. Wie schon Sorokin (1938) angibt. bleiben isolierte 
Allium-Epidermen in giinstigen Medien bis zu 10 Tagen am Leben. 
Ein Kleinerwerden der Spharosomen ist aber nicht zu beobachten gewesen. 
Auch bei Abschluf unter Paraffinél zeigen die Zellen noch nach 6 Tagen 
Plasmastrémung und véllig unveranderte Sphirosomen. Mit proteolytischen 
Fermenten (Pepsin, Trypsin, Papain) wird der Protoplast weitgehend auf- 
gelést. Die im Verlauf der Verdauung gebildeten fettigen Tropfen ent- 
stehen nicht nur aus den Sphiarosomen, sondern gleichermafen aus dem 
Cytoplasma, den Chondriosomen und Leukoplasten. 

Die nahere Priifung der Angaben von Guilliermond (1921), da die 
Spharosomen (Mikrosomen) sich bei fixiertem Material mit Lipoidlésungs- 
mitteln vollstandig extrahieren lassen, hat bei Allium-Epidermen zu an- 
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deren Ergebnissen gefiihrt. Nach Fixation mit OsO,-Raucherung sind 
Allium-Epidermen nach der Entwasserung unter mikroskopischer Kontrolle 
bis zu 24-Stunden mit Xylol und anderen Fettlésungsmitteln behandelt 
worden. Es bleibt dann bei den Spharosomen ein Restkérper zuriick, der 
mit Sudanschwarz keine positive Fettreaktion gibt. Mit basischen Farb- 
stoffen (Pyronin, Viktoriablau, Rosanilin u. a.) gelingt eine Anfarbung, 
wobei uniter Einhaltung bestimmter Bedingungen eine sichere Unter- 
scheidung von den gleichfalls gefarbten granularen Chondriosomen még- 
lich ist (Abb. 6). Neben fett- und lipoidartigen Komponenten miissen die 
Spharosomen dieses Objektes noch andere Stoffgruppen enthalten, die ba- 
sische Farbstoffe zu speichern vermégen. Uber die Natur dieser nicht lipoid- 
artigen Komponente 
kénnen nahere An- 
gaben nicht gemacht 
werden. Aus der 
Tatsache, daft eine 
Behandlung mit Tri- 
chloressigséure das 
Farbevermégen zu 
einem geringen Teil 
vermindert, ist zu 
schlieRen, daB neben 
Nukleoproteiden 
auch andere proteid- 
artige Bestandteile 
vorhanden sein miis- 
sen. 


Cytochemische Ana- Abb. 6. Allium-Epidermiszelle nach Fixation (OsO:- 
lysen von Chondrio- Raucherung) und 12stiindiger Extraktion der Fette und 
somen und Sphiroso- Lipoide (Xylol), mit Pyronin gefirbt. Die Mikrosomen 


men, die durch che- (Sphaérosomen) sind dunkler als die granuliren Chon- 
mische Untersuchun- driosomen. 


gen der stofflichen 
Zusammensetzung 

isolierter Cytoplasmagranula bestatigt worden sind, haben iibereinstimmend 
ergeben, daft die Cytoplasmaeinschliisse reich an Lipoiden oder fettartigen 
Stoffen sind. Es ist allerdings nicht méglich gewesen, die vermutlich verschie- 
denartige Zusammensetzung chemisch aufzuklaren. Nach Chessin (1951) 
zeichnen sich die stoffwechselphysiologisch wichtigen Einschliisse durch einen 
hohen Phosphorgehalt aus, der dem Reichtum an Phospholipoiden zu- 
gesprochen wird. Cytochemische Fettreaktionen sind leider so unspezifisch, 
daf sie keine Auskunft iiber die chemische Natur der Lipoidsubstanzen geben 
kénnen (Romeis 1948). Ihre Anwendung kann aber das Erkennen der 
Spharosomen erleichtern. Nach Fixation mit OsO,-Dampfen oder mit 
Formol ergeben sich die in Tab. 2 dargestellten Unterschiede im Farbe- 
verhalien der Sphairosomen und Chondriosomen. Mit Sudanschwarz farben 
sich die ersteren starker an als die Chondriosomen. Ebenso verhialt sich 
Phosphin 3R. Mit Rhodamin B und mit Nilblausulfat geben umgekehrt 
die Chondriosomen eine intensive Farbung, wahrend die Spharosomen 
geringer angefarbt werden. Eine Erklarung dieser Differenzen kann nicht 
gegeben werden. 
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Tab. 2. Das Farbeverhalten fixierter Allium-Epidermiszellen 
gegeniiber Fettfarbstoffen (“Sphairosomen und Chondriosomen. 


Farbstoff - Sphirosomen Chondriosomen 
Sudanschwarz +44 ++ 
Phosphin 3R +++ - 
Rhodamin B + ++t 
Nilblausulfat + (rétlich) +++ 


Um die lipoide Phase der Sphirosomen naher aufklaren zu koénnen, 
sind Extraktionsmethoden verwendet worden. Nach Fixation mit Formol 
oder OsO, lassen sich die Fette und Lipoide der Sphaérosomen soweit ex- 
trahieren, daB weder mit Sudanschwarz noch mit Rhodamin B eine mikro- 
skopisch nachweisbare Farbung eintritt. Ist dagegen der Extraktion eine 
24stiindige Behandlung mit Aceton vorausgegangen, zeigt sich ein anderer 
Farbeeffekt. Aceton vermag bestimmte Gruppen von Lipoiden (Phospha- 
tide) zu fallen. Nach dem beobachteten Farbeverhalten ist anzunehmen, 
daf die durch Aceton gefallten Phosphatide mit Xylol nicht mehr ex- 
trahierbar sind. Wie Tab. 3 zeigt, sind in den Kontrollen die Sphairosomen 
véllig homogen gefarbt. Nach 24 Stunden Xylolbehandlung verlauft die 
Reaktion negativ. Nur in den auRersten Grenzschichten ist eine sehr geringe 
Farbung nachweisbar. Die Acetonbehandlung beeinflu&t die Entfettung 
in der Weise, daft jetzt die oberflachennahen Schichten Farbstoff noch in 
betrachtlicher Konzentration zu binden vermégen, wahrend im Inneren 
eine Anfarbung nicht mehr zu erzielen ist. Daraus ist zu schliefen, daR die 
lipoide Phase der Sphaérosomen heterogen zusammengesetzt sein muff? und 
da eine strukturell geordnete Verteilung der beiden Phasen wahrscheinlich 
ist. Nach allen Erfahrungen beteiligen sich Phosphatide am Aufbau von 
Grenzschichten und sind ihrer chemischen Struktur wegen physiologisch 
von grofer Bedeutung. Im Inneren der Spharosomen sind Lipoide oder 
Fette vorhanden, die durch Aceton nicht beeinflu&t werden. Nachdem 
Nilblausulfat (vgl. Drawert 1952) und Phosphin 3R (vgl. Popper 1944) 
vorwiegend durch neutrale Fette gebunden werden, ist anzunehmen, daf 
diese vorwiegend durch den Inhalt der Spharosomen gespeichert werden. 


Tab. 3. Das Farbeverhalten der Spharosomen von Allium-Epider- 
miszellen nach Enifettung und vorausgehender Behandlung mit 


Aceton. 
Versuch Sudanschwarz Rhodamin B 

Kontrolle, ohne Ent- +++ + 

fettung homogen gefarbt homogen gefarbt 
nad 24h Extraktion + + 

mit Xylol 
nach 24h Behandlung ++ i 

mit Aceton und an- 

schlieBender Entfet- nur Grenzschichten sind gefirbt 


tung mit Xylol 


Durch vergleichende cytomorphologische Untersuchungen lebender und 
fixierter Zellen sowie durch cytochemische Reaktionen ist es méglich, die 
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Sphirosomen der Allium-Epidermen naher zu kennzeichnen. Sie lassen sich 
von Chondriosomen unterscheiden, und es ergeben sich Hinweise, daf sie 
nicht strukturlose, durch Entmischung entstandene Fetttropfen sein kénnen. 
Um sicher zu sein, daf die Spharosomen tatséchlich Bauelemente des Cyto- 
plasmas und nicht ergastische oder paraplasmatische Bildungen des Proto- 
plasten darstellen, miissen physiologische Experimente herangezogen 
werden. Laft sich mit geeigneten Methoden der Nachweis erbringen, daft 
diese Gebilde aktiv an Stoffwechselprozessen der Zelle beteiligt sind, er- 
scheint diese Hypothese hinreichend belegt zu sein. Schon Warburg und 
seine Schule haben in ihren ersten Untersuchungen iiber den Zellstoff wechsel 
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Abb. 7. Lebende Allium-Epidermiszelle, nach Durdchfiihrung der Nadi-Reaktion 
(Perner 1952a) plasmolysiert. Die Indophenolblaugranula sind im Cytoplasma 
lokalisiert. 


darauf hingewiesen, daf{i Atmungsvorginge Oberflachenkatalysen an Zell- 
strukturen sein miissen. In neuerer Zeit hat man dann mit Hilfe von Homo- 
genisationsmethoden zeigen kénnen, daf ,,Cytoplasmagranula” mafgeb- 
lichen Anteil an den Vorgangen der biologischen Oxydation besitzen. Nach- 
dem die cytologische Natur der .,Granula“ in Homogenisation nicht mit 
Sicherheit bestimmbar ist, sind Versuche an lebenden, intakten Zellen durch- 
gefiihrt worden, um die Frage zu klaren, in welcher Weise Chondriosomen 
und Sphirosomen an bestimmten Teilprozessen der biologischen Oxydation 
beteiligt sind. 

Nach Schiimmelfeder (1949) u. a. gestattet die cytochemische An- 
wendung der sogenannten ,,Nadi-Reaktion“ (Synthese von Indophenolblau 
aus a-Naphtol und Dimethyl-p-Phenylendiamin) bei der nétigen Kritik 
die cytomorphologische Erfassung der Orte bevorzugter Oxydation. Keilin 
und Hartree (1938, 1939) sowie Stotz u. Mit. (1938, 1939) haben die 
biochemische Seite der Reaktion gek!Art und nachgewiesen, dafi die Indo- 
phenolblau-Synthese unter der Mitwirkung der Cytochrom-Oxydase ver- 
lauft. Untersuchungen an lebenden Allium-Epidermen (Perner 1952 a) 
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haben ergeben, dali diese Zellen unter der katalytischen Mitwirkung eines 
oxydationsbeschleunigenden Agens des Cytoplasmas Indophenolblau zu 
bilden vermégen (Abb. 7). Der entstehende Farbstoff wird ausschlieBlich 
in den Sphirosomen abgelagert, wahrend das hyaline Cytoplasma, die 
Chondriosomen und Leukoplasten véllig ungefarbt bleiben, solange die 
Zellen am Leben sind (vgl. Abb. 8a und Abb. 8b). Hemmungsversuche 
haben weiterhin ergeben, daft die Reaktion bei diesem Objekt unter der 
Mitwirkung der Cytochrom-Oxydase verlauft. Andere Oxydationssysteme 
kénnen ausgeschlossen werden. Fiir die Beurteilung der Reaktion ist es 
entscheidend, ob das im Verlauf der Versuche gebildete Indophenolblau 
am Ort des Entstehens oder sekundar von anderen Strukturen gespeichert 
wird. Die nahere cytologische Analyse lat darauf schlieRen, daf eine 
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Abb. 8a. Ausschnitt aus dem Plasmawandbelag einer lebenden Allium-Epidermis- 
zelle. Nach der Durchfiihrung der Nadi-Reaktion im Hellifeldmikroskop photo- 
graphiert. 


Abb. 8b. Der gleiche Ausschnitt (Abb. 8a) im Phasenkontrastmikroskop photo- 
graphiert. Indophenolblau ist nur in den Sphirosomen abgelagert, nicht dagegen 
in den Chondriosomen und Leukoplasten. 


sekundire Verlagerung des Indophenolblaus nicht stattgefunden haben 
kann. Die lipoide Phase des Cytoplasmas und der Chondriosomen bleibt 
wahrend der Reaktion unverandert erhalien und laft sich unabhangig 
vom Verlauf der Nadi-Reaktion mit Rhodamin B anfarben. Erst nach 
Stunden, wenn die Zellen geschadigt sind, kommt es zu einer sekundaren 
Speicherung von Indophenolblau in den nun irreversibel veranderten li- 
poiden Komponenten des Protoplasten. Das auch im Auffenmedium vor- 
handene Indophenolblau vermag jetzt zu permeieren und farbt lipoide 
Strukturen im Inneren der Zellen an. Die Zellen sind zu diesem Zeitpunkt 
bereits zum Teil abgestorben. 

Diese Befunde an lebenden Zellen sprechen dafiir, daft die Sphirosomen 
aktiv an der Synthese von Indophenolblau beteiligt sein miissen, daf die 
Cytochrom-Oxydase als katalysierendes Agens in den Oberflachenstruk- 
turen dieser Einschliisse lokalisiert und dort physiologisch wirksam sein 
diirfte. Fiir die Chondriosomen kénnen dhnliche Aussagen nicht gemacht 
werden. Alle Beobachtungen sprechen dafiir, da sie an der Nadi-Reaktion 
nicht aktiv beteiligt sind. 

In scheinbarem Widerspruch zu diesen Ergebnissen haben biochemische 
Analysen der Fraktion ,,lichtmikroskopischer Partikeln“ von tierischen und 
in wenigen Fallen auch von pflanzlichen Homogenisaten zu der Auffassung 
gefiihri, da die Cytochrom-Oxydase in den Chondriosomen (Mitochon- 
drien) lokalisiert sei. Die cytologische Analyse pflanzlicher Homogenisate 
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und ihrer Fraktionen hat aber gezeigt, daft in der Fraktion lichtmikrosko- 
pischer Granula nicht nur Chondriosomen, sondern auch Sphirosomen und 
Triimmer des Cytoplasmas, der Kerne und Plastiden enthalien sind. Es 
erscheint nicht gerechtfertigt, dieses Ferment den Chondriosomen zuzu- 
sprechen, nachdem die experimentelle Analyse intakter, lebender Zellen 
dafiir keine Bestatigung erbringen konnte. 

Die aktive Beteiligung der Spharosomen von Allium-Epidermiszellen 
an der Zellatmung kann unabhangig von der Nadi-Reaktion durch eine 
weitere Methode nachgewiesen werden. Nach den Untersuchungen von 
Meifel u. Mit. (1950) an Saccharomycodes Ludwigii und Hilwig und 
Schmitz (1951) sowie Schmitz (1951) hemmt Berberin nach einer Auf- 
nahme durch die lebende Zelle die Sauerstoffaufnahme sowohl] pflanzlicher 
als auch tierischer Zellen. Berberin wirkt demnach als Atmungsgift, wahrend 
die Glykolyse nicht beeinflu@t wird (Meifel u. Mit. 1950). Die Hemmung 
der Sauerstoffatmung wird von den Autoren in der Weise erklart, daf 
Berberin von solchen plasmatischen Strukturen gespeichert wird, die aktiv 
an diesen Prozessen beteiligt sind. Durch die Blockierung dieser Oberflachen 
kommt es zu einer mefbaren Verminderung der dort vor sich gehenden phy- 
siologischen Ablaufe. Dafiir spricht die Tatsache, da die Hemmung rever- 
sibel ist. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung ergibt iibereinstim- 
mend, daft Berberin durch intrazellulare ,,Granula“ elektiv gespeichert wird, 
wahrend das Cytoplasma keine Fluoreszenz aufweist. Meifel u. Mit. (1950) 
halten die in den Hefezellen gefarbten Granula fiir Mitochondrien. Auf die 
Schwierigkeit der sicheren Unterscheidung von Hefe-Einschliissen ist bereits 
an anderer Stelle hingewiesen worden. Die von Hilwig und Schmitz 
(1951) in tierischen Zellen beobachteten Granula sind im Hellfeld stark licht- 
brechend und sind in ihren optischen Eigenschaften eher den Spharosomen 
als den Chondriosomen pflanzlicher Zellen vergleichbar. Eine cytologische 
Definition dieser ,,Granula“ wird von den Autoren nicht gegeben. 


In eigenen Versuchen ist die Einwirkung von Berberinsulfat auf lebende 
Allium-Epidermiszellen fluoreszenzmikroskopisch und physiologisch analy- 
siert worden (Perner 1952b). Schon Strugger (1939) gibt in einer 
friiheren Veréffentlichung an, daft Berberinsulfat durch die Spharosomen 
(Mikrosomen) gespeichert wird. Es kann bestatigt werden, daft diese inner- 
halb eines weiten py-Bereichs eine intensive Fluoreszenz aufweisen, wah- 
rend das Cytoplasma und die Chondriosomen nur im extrem alkalischen 
Py-Bereich zu einer fluoreszenzoptisch nachweisbaren Speicherung befahigt 
sind. Die Bindung von Berberinsulfat durch die Spharosomen ist ein ausge- 
sprochen vitaler Effekt, da die Speicherungsfahigkeit bei langerer Bestrah- 
lung mit kurzwelligem Licht und bei Sauerstoffmangel verlorengeht. Sie 
kann auch nicht auf eine Lésung des Farbstoffs in der lipoiden Phase der 
Spharosomen zuriickgefiihrt werden, da nach verschiedenartiger Fixation 
(Alkohol, Formol, Sublimat, OsO,) nicht mehr der gleiche Farbeeffekt 
erzielt werden kann. Die physiologische Analyse des Atmungsverlaufs vital- 
gefarbter Zellen entspricht hier den bei Hefen und tierischen Zellen beob- 
achteten Befunden. Im Warburg ist eine Verminderung des Sauerstoff- 
verbrauchs bis zu 50% gegeniiber ungefarbten Kontrollen festzustellen, die 
reversibel ist. Die Versuche sind weiterhin in einem p,-Bereich durchgefiihrt, 
in dem fluoreszenzmikroskopisch nur die Spharosomen, nicht aber das Cyto- 
plasma und die Chondriosomen gefarbt sind. Diese véllige Ubereinstimmung 
beziiglich elektiver Speicherung und physiologischer Wirkung erlaubt, die 
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von den genannten Autoren gegebene Deutung der Ergebnisse zu iiber- 
nehmen. Es muf allerdings der grundsatzliche Unterschied beriicksichtigt 
werden, daft es sich bei den gefirbten ,,Granula“* um Sphirosomen, nicht 
aber um Chondriosomen handelt. Eine aktive Mitwirkung der Chondrio- 
somen ist unwahrscheinlich, nachdem im mittleren p,-Bereich eine Auf- 
nahme von Berberinsulfat durch diese Einschliisse nicht festzustellen ge- 
wesen ist. 

Mit diesen Befunden kénnen die friiher von P. A. Dangeard (1919) 
ausgesprochenen Vermutungen, daft nicht alle in Pflanzenzellen vorhan- 
denen sphiarischen Einschliisse starker Lichtbrechung Ausscheidungsprodukte 
des Cytoplasmas (Fett- oder Lipoidtropfen) darstellen, experimentell be- 
statigt werden. Diese Gebilde sind in dem hier untersuchten Falle stofflich 
heterogen zusammengesetzt und besitzen wahrscheinlich eine gewisse struk- 
turelle Ordnung. Der Verlauf der Nadi-Reaktion an lebenden Zellen sowie 
die Analyse der vitalen Speicherung von Berberinsulfat und deren Einflu® 
auf die Zellatmung haben Eigenschaften dieser Cytoplasmaeinschliisse auf- 
gedeckt, die mit den bisherigen Auffassungen nicht erklart werden kénnen. 
Eine aktive Beteiligung an Stoffwechselprozessen kann nur cytoplasma- 
tischen Bestandteilen zugesprochen werden. Es erscheint gerechtfertigt, diese 
Art von granularen Strukturen im Sinne von P. A. Dangeard (1919) als 
Spharosomen und ihre Gesamtheit in der Zelle als Spharom zu bezeichnen. 

Damit liegt es nahe, die Spharosomen als Organelle und den Plastiden 
und Chondriosomen vergleichbare plasmatische Strukturen aufzufassen. 
Nachdem die Genese der Spharosomen und die Fahigkeit zu autoreproduk- 
tiver Vermehrung noch weitgehend ungeklart bzw. unerforscht ist, bleibt 
diese Einordnung eine Arbeitshypothese. In jugendlichen Allium-Epic ermen 
sind zwar haufig Diplostadien (als Teilungsstadien zu deuten) der Sphiro- 
somen zu beobachien, und man kann gelegentlich auch eine Durchschniirung 
feststellen. In den meristematischen Zellen der Staubfadenhaare von Trade- 
scantia virginica sind weiterhin neben Plastiden und Chondriosomen 
charakteristischer Form regelmafRig kleinste Spharosomen zu beobachten. 
Eine Teilung Jat sich aber auch hier nicht mit hinreichender Sicherheit 
feststellen. Die Aufklarung ihrer Entstehung mul} weiteren Uniersuchungen 
vorbehalten bleiben. Als komplexe cytoplasmatische Bestandteile von 
Pflanzenzellen verdienen die Spharosomen aber in Zukunft eine starkere 
Beachtung bei der strukturellen, stofflichen und funktionellen Analyse des 
Protoplasten und seiner Bausteine. 


Zusammenfassung 


1. Im hyalinen Cytoplasma vieler Pflanzenzellen sind regelmaBig kleine, 
an der Grenze der lichtmikroskopischen Auflésung liegende, sphirische 
Einschliisse hoher Lichtbrechung zu beobachten, die in der botanischen 
Literatur allgemein Mikrosomen genannt werden. Wegen ihrer morphologi- 
schen Eigenschaften und ihres Reichtums an Lipoiden und Fetten werden 
sie von vielen Autoren fiir leblose Ausscheidungsprodukte des Cytoplasmas 
gehalten. Andere Untersucher betonen, daft sich unter dem Begriff .,Mikro- 
somen* verschiedenartige Elemente und vermutlich auch lebende, cyto- 
plasmatische Bestandteile verbergen. 

Die cytomorphologische, cytochemische und physiologische Analyse von 
Allium-Epidermiszellen, die derartige Gebilde permanent in ihrem Cyto- 
plasma fiihren, hat ergeben, daft diese stofflich heterogen aufgebaut sind. 
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Neben reichlich vorhandenen Lipoiden und Fetten aft sich nach ihrer 
Extraktion ein mit basischen Farbstoffen anfarbbarer Restkérper proteidi- 
scher Natur nachweisen. Durch eine Behandlung mit Aceton kann weiterhin 
wahrscheinlich gemacht werden, daft in den Oberflachenschichten vorwiegend 
mit Aceton fallbare Phosphatide, im Inneren der Spharosomen Lipoide und 
Fette anderer Zusammensetzung lokalisiert sind. Der Verlauf der Nadi- 
Reaktion in lebenden Allium-Epidermiszellen und die Analyse der vitalen 
Speicherung von Berberinsulfat und deren Einflu& auf die Zellatmung er- 
geben den Hinweis, daf diese granulairen Einschliisse des Cytoplasmas 
aktiv am Zellstoffwechsel beteiligt sind. Die in dieser Weise gekennzeichne- 
ten Mikrosomen werden im Sinne von P. A. Dangeard als Spharosomen, 
ihre Gesamtheit in der Zelle als Spharom bezeichnet. 

2. Die in neuerer Zeit von verschiedenen biologischen Arbeitsrichtungen 
verwendete Methode der ,,fraktionierten Zentrifugation von Homogeni- 
saten™ ist aus mehrfachen Griinden zur strukturellen, stofflichen und physio- 
logischen Analyse vitaler Cytoplasmaeinschliisse (Chondriosomen, Leuko- 
plasten, Spharosomen) nicht geeignet. Nach den Befunden in der Literatur 
ist es nur gelungen, Zellkerne und Chloroplasten in einer morphologisch 
einheitlichen Fraktion aus einem Homogenisat zu isolieren. Die kritische 
Durchsicht der vorliegenden Untersuchungen an pflanzlichen Homogeni- 
saten hat gezeigt, daff es nicht méglich ist, Chondriosomen, Spharosomen 
und Leukoplasten in cytologisch reinen Fraktionen zu isolieren und sie von 
Triimmern der Zellkerne, Chloroplasten und cytoplasmatischen Artefakten 
gleicher Gréfenordnung zu trennen. 

Die Fraktion der ,,lichtmikroskopischen Partikel“ — sogenannte Mito- 
chondrienfraktion der Autoren — setzt sich in einer nicht iibersehbaren 
Weise aus degenerierten Chondriosomen, Leukoplasten und Spharosomen 
sowie aus Praparationsartefakten gleicher Gréfenordnung zusammen. Es 
besteht keine Berechtigung, die enzymatische Leistung dieser morphologisch 
uneinheitlichen Fraktion allein den Chondriosomen (Mitochondrien) zuzu- 
sprechen und alle anderen Bestandteile zu vernachliassigen. 

Die mit einer Homogenisation lebender Gewebe zwangslaufig verbun- 
dene mechanische Zertriimmerung des Protoplasten fiihrt auf der einen 
Seite zu irreversiblen stofflichen und physiologischen Veranderungen der 
labilen Zelleinschliisse und laRt andererseits aus dem Cytoplasma Prapa- 
rationsartefakte lichtmikroskopischer und sublichtmikroskopischer Dimen- 
sionen entstehen. Die in letzter Zeit mit Hilfe von Homogenisationsmethoden 
isolierten und dargestellien ,Submikrosomen“ diirften mit vitalen Bauele- 
menten des Cytoplasmas nicht identisch sein. 
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Die Paeonia-Bliite und ihr zellphysiologisches Verhalten 
wahrend des Abbliihens 
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Mit 3 Textabbildungen 


(Eingelangt am 30. August 1952) 


Zu einer im gréferen Ausmafe geplanten Reihe von Untersuchungen 
iiber das zellphysiologische Verhalten verschiedener Bliiten wahrend der 
Postfloration (s. a. Bancher 1938, 1941, 1951, 1952) stellt vorliegende Mit- 
teilung iiber Paeonia einen weiteren Beitrag dar. Als Untersuchungsobjekt 
wurde aus der Familie der Ranunculaceen die Pfingstrose in einer typischen 
Gartenform gewahlt, u. zw. eine stark duftende, gefiillte Sorte (Paeonia 
chinensis hybr.) aus dem eigenen Garten. 

Die Bliiten dieser Sorte bestanden gewohnlich aus acht grofen purpur- 
bis fleischroten Korollen, die eine groffe Anzahl wesentlich kleinerer, gelb- 
licher bis weifgelber Bliitenblatter umhiillten. Die griinen, kelchartigen 
Hochblatter waren an den Randern oftmals rot gefarbt. Bei den Versuchen 
wurden nur die grofen roten Bliitenblatter verwendet, da an ihnen durch 
den farbigen Zellsaft die Plasmolysevorgange besser beobachtbar sind. 
Orientierende Versuche mit den gelblichen Bliitenblattern lie&en erkennen, 
daft ihr zellphysiologisches Verhalten sich kaum von dem der roten Korollen 
unterscheidet. 

Die Fragestellung war die gleiche wie bei den friiheren Untersuchungen, 
namlich ob wahrend des Abbliihprozesses der osmotische Wert der Bliiten- 
blattzellen sich verandert. In letzter Zeit konnte verschiedentlich gezeigt 
werden, daft durch das osmotische Verhalten schéne und deutlich erfafbare 
zellphysiologische Unterschiede in verschiedenen Zelltypen, Geweben, Ent- 
wicklungsperioden und Organisationszustanden einzelner Zellen sowie in 
mit anderen Hilfsmitteln gepriiften, unverindert erscheinenden Zellen 
sichtbar werden (Biebl 1950, Fischer 1949, 1950, Glaeser 1950, Iljin 
1929, Miickschitz 1951, Reuter 1937, 1948, Walter 1931). Es wurde 
auch noch versucht, das Verhalten der in den Bliitenblattzellen von Ranun- 
culaceen in grofer Menge auftretenden Starke (Hiller 1884, Schimper 
1885, Scharinger 1936) wahrend der Bliitenentwicklung zu verfolgen. 
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Die Methodik war dieselbe wie bei den vorhergegangenen Untersuchun- 
gen; aus gleichen Stellen der Bliitenblattlamina wurden kleine Stiickchen 
(ca. 5mm im Quadrat) herausgeschnitten, mit der Wasserstrahlpumpe ent- 
liiftet und dann in die abgestuften Traubenzuckerlésungen iibertragen. 

Alle frischen Bliitenblatter von Paeonia zeigen ihre Zellen dicht erfiilli 
von hellglanzenden, kugelig zusammengesetzten Inhaltskérpern. Hinweise 
in der Literatur (Hiller 1884, Linsbauer 1924, Scharinger 1936, 
Schimper 1885) lie&en vermuten, daf es sich um Stiarkekérner handeln 
diirfte. Tatsichlich farben sich unter Einflu® von Jodjodkalium diese 
Gebilde deutlich blauviolett und durch Chlorzinkjod blauschwarz. In 
Jodglyzerin ist waihrend des langsamen Vordringens der Liésung in den 
Zellen sehr gut die Verfarbung der Inhaltskérper zuerst auf Blauviolett 





Abb. 1. Starkekérner in der Innenepidermis gefarbt mit 
Jodglyzerin. 


und dann nach Dunkelblau zu beobachten (Abb. 1). Mit Jodchloralhydrat 
tritt unter leichter Aufquellung der Korner eine schéne Blaufarbung ein. 

Solange die Starkekérner innerhalb der Zellen lagen, konnte keine 
Doppelbrechung beobachtet werden, da diese durch die starkere der Zell- 
wande iiberstrahlt wurde. Durch geeignete Praparation gelang es, die 
Starkekérner aus den Zellen herauszubekommen, und derart isolierte Kér- 
ner lassen dann im Polarisationsmikroskop deutliche, wenn auch schwache 
Doppelbrechung erkennen. Dabei zeigt sich auch schén die Zusammen- 
setzung dieser Starkekérner, da an jedem Teilstiick ein eigenes Polarisa- 
tionskreuz sichtbar wird. Die Zahl der Einzelstiicke, die ein solches Korn 
bilden, ist schwer feststellbar, doch diirfte sie zwischen drei und acht 
schwanken. An den freigelegten Starkekérnern wurden auch die Gréfen- 
verhaltnisse bestimmt, sie ergaben fiir das Gesamtkorn einen Durchmesser 
von 7—10 u und fiir die Teilstiicke ungefahr 1,5—3,35 u (Abb. 2). 

Weitere mikrochemische Versuche bestitigten einwandfrei die Starke- 
natur dieser kugeligen Gebilde. So erfolgt schon nach einmaligem Auf- 
kochen unter dem Deckglas eine starke Quellung oft bis zum Dreifachen 
der urspriinglichen Gréfe; der Grofteil der Korner verklebt dabei und 
bildet gréBere Klumpen. Nachtraglicher Zusatz von Jodglyzerin laRt an 
diesen dann rotviolette Farbung aufscheinen. Einem unbehandelten Pri- 
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parat wurde Essigséure zugesetzt, wodurch sich an Gréfe und Form der 
Starkekérner nichts anderte; Beifiigung von Jodglyzerin ruft dann Violett- 
farbung hervor. Behandlung der Priaparate mit Natronlauge (15%) lat 
die Kérner auf das Zwei- bis Dreifache ihrer urspriinglichen GréRe auf- 
quellen, aber nachtragliche Zufiigung von Jodglyzerin ruft keinerlei Far- 
bung hervor. Mit Jod- 
glyzerin angefarbte Pri- 
parate entfarbten auf 
Zusatz von Natronlauge 
die Starkekérner und 
gleichzeitig tritt auch noch 
Aufquellung ein; ein neu- 
erliches Zusetzen von Jod- 
glyzerin Ja&t keine Far- 
bung mehr aufscheinen. 
Wurde dagegen ein mit 
Natronlauge _entfarbtes 
Abb. 2. Zusammengesetzte Stirkekérner der Bliiten-  Praparat zuerst mit Essig- 
blatizellen. sdure und dann erst mit 

Jodglyzerin behandelt, 

so farbten sich die Starkekérner wieder rotviolett. Weiterer Zusatz von 
Essigséure zu einem gefarbten Praparat lat keine Entfarbung eintreten. 
An einem Querschnitt durch ein typisch gebautes Bliitenblatt von 
Paeonia (Eames and MacDaniels 1947) ist leicht zu erkennen, daf die 
Starkekoérner in allen Zellschichten vorhanden sind, besonders reichlich aber 








Abb. 3. Systrophische Ballung der Stirkekérner in 
0,7 mol Traubenzuckerlisung. 


in der Epidermis. Dies steht in einem gewissen Gegensatz zu den bisher 
untersuchten Ranunculaceen der Gattung Ranunculus und Delphinium, 
wo sich die Hauptmenge der Starke im Mesophyll oder in einer speziellen 
diinnwandigen Gewebeschicht direkt unter der Epidermis befindet (Hiller 
1884, Scharinger 1936, Schimper 1885). 

Genaue Beobachtungen ergaben, dafi die Zellen der Knospen dicht an- 
gefiillt sind mit grofen, gut ausgebildeten Stirkekérnern, wahrend mit 
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fortschreitender Entwicklung der Bliiten die Zahl und Gréfe der Starke- 
kérner deutlich abnimmt (s. a. Hiller 1884, Fischer 1949). In einem 
voll entwickelien Bliitenblatt ist nur mehr eine geringe Anzahl kleiner 
Starkekérner vorhanden, die mit zunehmendem Alter der Bliite die Ten- 
denz zeigen, in ihre Teilstiicke zu zerfallen und schlieflich ganzlich zu ver- 
schwinden. Ein Verschwinden der Starke bei vollentwickelten Bliiten 
konnte auch bei den ephemeren Bliiten von Turnera ulmifolia beobachiet 
werden (Ball 1933, cit. n. Fischer 1949). In den ersten Tagen laft sich 
auch noch eine deutliche Zunahme an Zahl und Gréfe der Starkekérner 
von der Basis zur Spitze des Bliitenblattes feststellen, was sich aber mit 
zunehmendem Alter schnell verwischt. In den Zellen der alteren Bliiten- 
blatter neigen die Starkekérner auch zu systrophischen Ballungen (Germ 
1931), die besonders schén bei leichter Plasmolyse in Traubenzucker zu 
sehen sind (Abb. 3). 

Die kelchartigen Hiillblatter mit roten Adern fiihren in den Epidermis- 
zellen mit rotem Zellsaft stets Starke, wahrend die farblosen Zellen fast 
durchwegs starkefrei sind. Die Schliefizellen an der Unterseite des Blattes 
sind farblos und dicht mit Starkekérnern angefiillt. Im Mesophyl] finden 
sich auch in Gewebepartien, deren Epidermiszellen starkefrei sind, grofe 
Mengen von Starkekérnern. Die Mehrzahl der anthokyanfiihrenden Epi- 
dermiszellen findet sich an der Oberseite des Hiillblattes, wahrend an der 
Unterseite auch in zahlreichen farblosen Epidermiszellen Starke aufscheint. 

Bei Schnittblumen tritt oft der Fall ein, daR sich Knospen nicht mehr 
vollstandig oder iiberhaupt nicht mehr 6ffnen. Uberpriift man derartige 
Knospen auf ihren Starkegehalt, so ist in den aufersten auseinander- 
gewichenen (eventuell etwas vergréferten) Bliitenblattern ein Teil der 
Starkekérner innerhalb der Bliihdauer einer normalen Bliite verschwun- 
den; in den unveriandert im Knospenstadium verbliebenen Bliitenblattern 
sind die Starkekérner auch noch acht Tage nach den ersten Anzeichen von 
Entfaltung festzustellen, doch neigen sie besonders stark zu systrophischen 
Ballungen. In den aufRersten, nach dieser Zeit fast vertrockneten Bliiten- 
blattern ist die Starke wegen des in den abgestorbenen Zellen zusammen- 
geballten roten Zellsaftes kaum zu erkennen, doch zeigt die Jodprobe (Jod- 
glyzerin oder Jodchloralhydrat) in den meisten Fallen auch hier noch 
zusammengeballte Klumpen von Starkekérnern durch eine blauviolette 
Farbung an. Weiter innen liegende Bliitenblatter fiihren in den lebenden 
Zellen immer deutlich kennbare Starkekérner; zu diesem Zeitpunkt hat 
die vollentwickelte Bliite schon stets ihre Starke verloren. 


Nach diesen Beobachtungen diirfte die Annahme berechtigt sein, daf 
auch bei Paeonia die Starke hauptsiachlich bei der durch starkes Wachstum 
der Bliitenblatter ausgezeichneten Bliitenentfaltung eine wichtige Rolle 
spielt und nur in geringem Grade mit dem Abbliihvorgang zusammen- 
hingt (s. a. Hiller 1884, Linsbauer 1924, Miickschitz 1951); es ist 
anzunehmen, daf sich das Bliitenblatt auf Kosten der Starke entwickelt. 
Die unwesentliche Rolle, welche Turgorbewegungen bei der Entfaltung 
von Paeonia spielen, geht wohl auch aus der Tatsache hervor, da® zwischen 
den osmotischen Werten der Zellen in der Knospe, in der sich entfaltenden 
und in der voll entwickelten Bliite nur geringfiigige Unterschiede bestehen. 
Dies trifft aber nicht fiir die gleichfalls untersuchie Bliite von Phlox pan- 
niculata zu (Bancher 1952), bei deren Entfaltung Turgorbewegungen 
mafgebend beteiligt sind. 
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Die Untersuchungen iiber das zellphysiologische Verhalten der Bliiten- 
blattzellen von Paeonia wahrend des Abbliihens ergaben nur eine geringe 
Anderung der osmotischen Werte im Verlaufe dieses Prozesses, also wesent- 
lich anders als fiir Iris beschrieben (Bancher 1938, 1941). Die Bestimmung 
der osmotischen Werte der Zellen erfolgte mit Hilfe der grenzplasmolyti- 
schen Methode in abgestuften (molaren) Traubenzuckerlésungen. Nor- 
malerweise bleiben die Bliitenblatter ungefahr drei bis vier Tage nach der 
Entfaltung unverindert und werden dann in diesem Zustand abgestofen, 
so da also Paeonia zu der Gruppe von Bliiten gehéren diirfte, die ihre 
Korollen durch ,,Chorismus“ (Fitting 1911, 1921) verliert, wobei an ihnen 
keine auferlich sichtbaren morphologischen Verinderungen auftreten wie 
bei den friiher untersuchten Jris- und Gladiolus-Bliiten. Wiahrend der 
Anthese sinken die osmotischen Werte bei Paeonia von ca. 0,9 mol Trauben- 
zucker (am ersten Tage nach der Entfaltung) bis héchstens zu einem Mini- 
malwert von 0,6—0,55 mol Traubenzucker (am fiinften Tage nach der Eni- 
faltung); dies entspricht ungefahr dem Verlust eines Drittels des urspriing- 
lichen osmotischen Wertes, ist also ahnlich den Verhaltnissen, wie sie fiir 
Gladiolus (Bancher 1938) und Delphinium (Bancher 1951) aufgezeigt 
wurden (s. a. Tabelle I). Eine ahnliche Abhangigkeit, d. h. Abnahme der 
osmotischen Werte vom Alter der Bliite konnte Miickschitz (1951) be- 
sonders fiir Crocus und in geringerem Maffe auch bei Convoloulus arvensis 
und Gentiana Sturmiana feststellen. 


Die Bliitenblatter wurden auch noch nach ihrem Abfallen auf ihre 
osmotischen Werte untersucht und dazu je eine Serie in einer Feucht- 
kammer und eine andere in normaler Zimmerluft aufbewahrt. Im Laufe 
von fiinf Tagen waren keine Veranderungen, d. h. kein Absinken der 
osmotischen Werte festzustellen, weder bei den feucht noch auch bei den 
trocken gehaltenen Bliitenblatiern (s. Tabelle II). Eine Anderung der 
osmotischen Werte der Bliitenblattzellen scheint demnach nur so lange vor 
sich zu gehen, als die Korolle den lebenden Zusammenhang mit der ge- 
samten Pflanze besitzt. Die einzige beobachtete Verainderung ist eine rasche 
Zunahme der toten Zellen nach dem Abfallen; nach drei Tagen waren nur 
mehr wenige lebende Zellen vorhanden, doch besafen diese noch immer 
den gleichen osmotischen Wert wie im Zeitpunkt des Abfallens. 


Verfolgt man den Verlauf des Absinkens der osmotischen Werte in den 
Bliitenzellen, so bleiben sie wahrend der ersten beiden Tage nach der Ent- 
faltung gleich; die erste Anderung bringt der dritte Tag, um dann am vier- 
ten und fiinften immer deutlicher abzusinken (s. Tabelle I). Vom dritten 
Tage an ist die Bestimmung des genauen osmotischen Wertes oft, besonders 
bei den fleischroten Sorten, sehr schwierig, da das Plasmolysebild des unter- 
suchten Schnittes ziemlich uneinheitlich werden kann. In direkt benach- 
barten Zellen kénnen verschiedene Plasmolysegrade aufscheinen, und zwar 
derart, dafi neben Zellen mit deutlicher Konkavplasmolyse solche mit sehr 
schwacher Plasmolyse bzw. villig unplasmolysierte auftreten. Diese Unter- 
schiedlichkeit der Plasmolyseform bei Zellen alterer Bliitenblaiter konnte 
auch Pardatscher (1951) bei seinen Untersuchungen an Dahlia-Bliiten 
beobachten. 


Die in trockener Zimmerluft gehaltenen Bliitenblatter waren nach drei 
Tagen schon verrunzelt, so da keine Plasmolyseversuche an ihnen mehr 
durchfiihrbar waren, da alle Zellen tot waren und beim Entliiften mit der 
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Wasserstrahlpumpe auch der Anthokyanfarbstoff aus ihnen exosmierte. 
Die feucht gehaltenen Bliitenblatter andern 


Tabelle I 


mol Traubenzucker 


1,0 0,95 09 085 O08 0,75 0,7 0,65 0,6 0,55 
Knospe + aL + 8 nee ae? ss ae vas dee 
Bliite 1.Tag + + So = — _ — ony ys ae 
» 2Tag + + + + - - -—- -—- —- = 
Ok ie i, AA ae Fee 
> Ce a, SO, on 
» 5.Tag + + + + + + + t L _— 
Tabelle II 
mol Traubenzucker 
feucht trocken 
1. Tag 0,55—0,6 0,55—0,6 
2. Tag 0,55—0,6 0,55—0,6 
3. Tag 0,55—0,6 0,55—0,6 
4. Tag 0,55—0,575 
5. Tag 0,55 


innerhalb dieses Zeitraumes nur unmerklich ihr Aussehen, dann erst be- 
ginnen sie etwas runzelig zu werden, jedenfalls sind sie aber nicht mehr 
so straff wie zu Versuchsbeginn; dies ist wahrscheinlich durch die grofe 
Zahl der abgestorbenen Zellen bedingt, wodurch eben der Gesamtturgor 
des Bliitenblattes verringert wird. 

Genau wie bei Jris und Gladiolus (Bancher 1938) war keine Perme- 
abilitatserh6hung fiir Traubenzucker feststellbar, da auch nach Verweilen 
von mehreren Tagen im Plasmolytikum kein erfafbarer Riickgang des 
Plasmolysegrades sichtbar wurde. Bei dlteren Bliitenblattern scheint die 
zunehmende Zahl der toten Zellen auf gewisse Schidigungen des Plasmas 
hinzuweisen. 

Aus den Ergebnissen der Versuche mit Jris und Gladiolus (Bancher 
1938, 1941) wurde schon gefolgert, daf die Erreichung eines osmotischen 
Mindestwertes bzw. eine bestimmte osmotische Wertsenkung an den Bliiten 
auRerlich sichtbare Abbliiherscheinungen (wie Faltigwerden, Zusammen- 
klappen, Zusammenrollen usw.) hervorruft. Als hiefiir verantwortliche 
Gréfe wurde damals ein Mindestwert von 0,3 mol Traubenzucker oder ein 
um 0,375 bis 0,4 mol Traubenzucker niederer Wert als in der Knospe (bzw. 
0,325—0,35 mol Traubenzucker niederer Wert als bei der voll entwickelien 
Bliite) angegeben. Da die Zellen der Bliitenblatter von Paeonia diese Werte 
niemals erreichen bzw. unterschreiten (osmotisch erfakbarer Endwert ist 
0,55—0,6 mol Traubenzucker bzw. eine Senkung um 0,25—0,3 mol Trauben- 
zucker), so ist daraus wohl das frische Aussehen der Bliitenblatter ver- 
standlich bzw. vice versa dieses Verhalten der Paeonia-Bliite eine weitere 
Bestatigung der Annahme, daft ,,eben auferer Habitus beim Abbliihen und 
osmotische Wertsenkung streng Hand in Hand gehen“ (Bancher 1941). 
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Zusammenfassung 


Es laBt sich sagen, daff die osmotischen Werte in der Paeonia-Bliite wih- 
rend der Postfloration nur geringfiigige Anderung erfahren, so da die Bliiten- 
blatter auRerlich unverandert und straff abgestofen werden. Der osmotische 
Wert (bzw. Turgorbewegungen) scheint bei der Entfaltung der Paeonia- 
Bliite keine Rolle zu spielen, da trotz des Verschwindens der in der Knospe 
noch reichlich vorhandenen Starke innerhalb dieser Periode der Bliiten- 
entwicklung keine Anderung des osmotischen Wertes der Zellen fest- 
stellbar ist. Hingegen nehmen die Bliitenblaiter waihrend der Entfaltung 
stark an GréRe zu, so daft es sich hiebei um einen ausgesprochenen Wachs- 
tumsvorgang handeln diirfte, zu dem die Starkereserven herangezogen 
werden. Am dritten Tage, also ungefahr einen Tag vor dem Abfallen der 
Bliitenblatter, sind meist fast keine Starkekérner in den Zellen zu sehen, 
zu einem Zeitpunkt, an dem erstmalig eine Abnahme der osmotischen 
Werte meftbar festzustellen ist. 
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Hypotonie-Resistenz-Unterschiede von Bliitenblattern 


Von 
Friedl Weber 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz 


(Eingelangt am 2. November 1952) 


Bei Infiltration von Bliiten mit destilliertem oder Leitungswasser (W e- 
ber 1927) werden die Blattzellen der Wirkung eines hypotonischen Mediums 
ausgesetzt. Gegeniiber dieser unnatiirlichen Anderung des Milieus sind die 
Bliiten verschiedener Pflanzen recht ungleich resistent. Scheitterer und 
Weber (1930) haben in Begonia semperflorens empfindliche Bliiten ken- 
nengelernt, die schon nach ungefahr zehn Stunden den ,,Hypotonietod“ 
sterben. Besonders bemerkenswert ist es dabei, da® die zwei Blatter des 
inneren Kreises der Bliitenhiille gegen Hypotonie wesentlich resistenter 
sind als die des auferen Kreises. Es war von Interesse, ob derartige Unter- 
schiede in der Resistenz auch bei Bliiten anderer Pflanzen vorkommen. 

Hauptversuchsobjekt waren die Bliiten von Vicia Faba. Werden die 
Bliiten mit Leitungswasser infiltriert und in diesem belassen, so erweisen 
sich von den Korollenblattern die beiden Fliigel (alae) nach spiatestens 
etwa zwanzig Stunden als abgestorben, wahrend die Fahne (vexillum) 
unverandert am Leben bleibt. Der Tod der Alae ist schon auferlich am 
vollkommenen Verlust ihres Turgors ohne weiteres zu erkennen, das Ve- 
xillum ist dagegen vollturgeszent geblieben. Daf das Gewebe der Alae 
abgestorben ist, wird bei mikroskopischer Betrachtung besonders auffallend 
in den Zellen des schwarzen Fleckes, die durch den Gehalt an Anthophaein 
auszezeichnet sind (Moebius 1900). Der braune Farbstoff ist aus der 
zentralen Vakuole ausgetreten und hat die groften Zellkerne intensiv ge- 
farbt. Diese Zellen sowie alle iibrigen der Alae haben die Plasmolysier- 
barkeit verloren, dagegen sind die Zellen des Vexillums normal plasmoly- 
sierbar und auch sonst unverandert geblieben. Das Schiffchen (carina) 
verhalt sich ahnlich wie die Alae, die meisten Zellen desselben sind ab- 
gestorben. Es wire von Interesse, ob die Zellen der verschiedenen Bliiten- 
blatter von Vicia Faba aufer gegen Hypotonie auch gegeniiber anderen 
Schidigungen (vgl. Bieb! 1949) verschieden empfindlich sind. 


Protoplasma, Bd. XLII/4. 34 
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Duhm, B., und R. Géppert: Uber eine Methode zum Vergleich des 
Objektes im Licht- und Elektronenmikroskop. Z. wiss. Mikrosk. 61, 3, 
259—269 (1953). 


Das Priparat wird vom Objekttrager auf eine Groftlochblende von 
0.4mm Durchmesser iibertragen, die umfangreichere Teile des Praparats 
elektronenmikroskopisch planmaftig abzusuchen und bestimmte Leptonen- 
gruppen leichter aufzufinden gestattet. Der lichtmikroskopischen Unter- 
suchung des gefarbten Praparats folgt die elektronenmikroskopische des 
wieder entfarbten (Anwendung von Spezialfarbungen auf elektronen- 
mikroskopisch schwieriger zu identifizierende Gebilde). 


H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Nagai, Suzumu: Experimental Studies on the Reduction of Silver Ni- 
trate by Plant Cell. I]. Nature and Responsibility of Substances which 
cause the Reduction. J. Inst. Polytechn. Osaka Univ. Vol. 2, Ser. D, 
S. 1—8, 1951. 


Nagai, Susumu, and Eizi Ogata: Experimental Studies on the Reduc- 
tion of Silver Nitrate by Plant Cell. III. Fourther Evidences on the 
Role of Ascorbic Acid in the Molisch Reaction. Ebenda, Vol. 3, Ser. D, 
S. 37—45, 1952. 


Nagai, Suzumu, and Eizi Ogata: Experimental Studies on the Reduc- 
tion of Silver Nitrate by Plant Cell. IV. The Reaction in Etiolated 
Seedlings. Ebenda, Vol. 3, Ser. D, S. 46—55, 1952. 


In einer bereits referierten Untersuchung (vgl. Protoplasma 41/346) 
wurde festgestellt, daB die Schwarzung der Chloroplasten durch Silbernitrat 
(Molisch-Reaktion) nicht an den Plastiden selbst erfolgt, sondern daft 
das im Zellsaft reduzierte Silber erst nachtraglich unter geeigneten Be- 
dingungen (Licht, pq) an diese wandert. Die Papierchromatographie der 
Pflanzenextrakte ergab nunmehr (erwartungsgemaft) Ascorbinsaure als 
wichtigsten Reduzenten, in einem Falle trat auch durch Dioxyphenylalanin 
schwache Reduktion auf. Unter natiirlichen Bedingungen besteht im all- 
gemeinen ein Parallelismus zwischen Vorkommen von Ascorbinsdure und 
dem Ausfall der Molisch-Reaktion; das Experiment zeigt jedoch, daf 
ihr Vorhandensein allein noch nicht die Schwarzung der Chloroplasten 
herbeifiihrt. So zeigen etiolierte Keimlinge keine Molisch-Reaktion, 
ebensowenig tritt sie bei Hemmung der Chlorophyllbildung infolge Plas- 
molyse, nach Vergiftung (KCN, Monojodessigsaure) oder im sauerstoff- 
freien Milieu ein, obgleich der Ascorbinsauregehalt gegeniiber den Kon- 
trollen nur unwesentlich verandert ist. Diese Versuche werden mit einem 
Zusammenwirken von reduzierendem Agens und Photopolarisation des 
Chlorophylls erklart. Die Chloroplasten stellen demnach keineswegs Orte 
besonders hohen Ascorbinsauregehaltes dar. Literaturangaben iiber nega- 
34* 
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tive Molisch-Reaktion trotz hohen Ascorbinsduregehaltes werden auf 
diese Weise durch Verhinderung der Wanderung des Silbers (z. B. durch 
Oxalsaure bei Rumex) erklarlich. O. Hartel (Graz). 


Ruhland, W. und U. Heilmann: Uber die Permeabilitaét von Beggiatoa 
mirabilis fiir Anelektrolyte bei Narkose mit den homologen Al- 
koholen C,—C, als Beitrag zur Ultrafiltertheorie. Planta 39 (1951), 
91—120. 

An Beggiatoa mirabilis wird mit der bekannten (entsprechend der be- 
sonderen Aufgabe modifizierten) Methode der Einfluf untersucht, den pri- 
mare Alkohole der gesattigten aliphatischen Reihe von C, bis C, auf die 
Permeabilitat fiir 16 Anelektrolyte ausiiben. Die Alkohole werden in der 
,optimalen narkotischen Konzentration“ verwendet, d. h. in der durchwegs 
niedrigen Konzentration, welche die Permeabilitat fiir die Anelektrolyte am 
starksten, jedoch reversibel, herabsetzt. Die Reihe der als Diosmotika ver- 
wendeten Anelektrolyte reicht beziiglich der Molekiilgrée von MRp 20,65 
(Glycerin, mit Verteilungsquotient Ather/Wasser k <0,001) bis MRop 76,30 
(Aeskulin, k <. 0,001) und beziiglich der Lipoidléslichkeit von k < 0,001 bis 
k — 4,42 (Triathylzitrat). Dabei sind Paare von Verbindungen ausgewahlt, 
deren Partner bei gleicher Molekiilgrée méglichst verschieden ihrer Lipoid- 
léslichkeit sind. 

Die Alkoholnarkose bewirkt bei den verwendeten Anelektrolyten durch- 
wegs Permeabilitatshemmung. Die langsten Alkoholmolekel (n-Nony!]- 
alkohol, Linearprojektion des Molekiils 11,2 A) hemmen den Durdhiritt aller 
Substanzen mit Ausnahme ‘der kleinsten verwendeten Molekiile (Glycerin, 
Butyramid), wahrend das kiirzeste Alkoholmolekiil (Methanol, 2,3 A) nur 
die gréRten Verbindungen (Saccharose, Arbutin) in ihrem Durchtritt ver- 
zogert. Zwischen diesen (fiir ,,5-Minuten-Versuche“ geltenden) -Extremen 
kommt stufenweise die gegenseitige Wirkung der Lange der verschiedenen 
Alkoholmolekiile und des Molekularvolumens der permeierenden Stoffe 
zum Ausdruck. Dabei sind die ,hydrophilen und hydrophoben™, also die 
wenig und die stark atherléslichen Verbindungen gleicher MolekiilgréRe 
in gleicher Weise in ihrem Durchtritt gehemmt. Dieser Umstand wird als 
Beweis dafiir angesehen, dai beide Stofftypen durch die gleichen Poren in 
die Protoplasten eintreten und zugleich als Bestiatigung der Ulitrafilter- 
theorie, deren allgemeine und ausschliefliche Geltung im theoretischen Teil 
gefordert wird. 

Die theoretische Deutung geht davon aus, daf die Permeabilitiats- 
hemmung, welche die Alkohole ausiiben, ausschlieBlich von dem raum- 
lichen Verhialtnis zwischen der Weite der Plasmaporen und dem Molekular- 
volumen des permeierenden Stoffes abhingt. Kondensierte Alkoholfilme 
sollen die Poren des Plasmas bzw. seiner Grenzschichten in der Weise ver- 
engen, daf die Alkoholmolekiile nach Art einer ,,Molekiilbiirste“ die Poren 
auskleiden, wobei sie mit den polaren Enden zum Porenmitielpunkt weisen 
und nach Mafgabe ihrer Kettenlange den Durchtritt fiir andere Molekiile 
in abgestufter Weise versperren sollen. Die Poren sind dabei als mit Ester- 
phosphatiden (ebenfalls in Biirstenanordnung) ausgekleidet gedacht (Li- 
poidporen). Die polaren Kopfgruppen dieser Verbindungen stehen etwa 
in der wafrigen Phase einer tieferliegenden Proteinschicht, ihre apolaren 
CH,- bzw. CH,-Gruppen nach der Porenmitte zu. — Als andere Méglichkeit 
wird die Beteiligung von Proteinen am Aufbau der peripheren Plasma- 
bezirke diskutiert. Dabei tibernehmen die Netzmaschen des Eiweifgeriistes. 
ausgestattet mit den apolaren Gruppen der Polypeptidketten, die Rolle der 
Poren (Proteinporen). — Weiter wird an eine mit dem vitalen Zellzustand 
zusammenhangende Bindung der Lipoide an die im Plasma nach innen 
folgenden Proteinlamellen gedacht, wobei durch van der Waalsche Kriifte 
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Lipoidmolekel zusiatzlich adsorbiert werden kénnen (Lipoproteinporen), 
ohne dafi deshalb ein kondensierter reiner Lipoidfilm mit seiner Bestandig- 
keit und Porenenge angenommen werden miifite. Es wird ferner erértert, 
welche Dimensionen fiir die verschiedenen Porentypen in Frage kommen 
kénnten. — Zusammenhinge zwischen Dehydratation und Narkose werden 
im Anschlu& an bestehende Theorien als ebenfalls mégliches Erklarungs- 
prinzip besprochen. 

Beziiglich der geforderten Allgemeingeltung der Ultrafiltertheorie (auch 
in ihrer modernen Formulierung) verweist Ref. auf die von berufener Seite 
wiederholt hervorgehobene Tatsache, daft Beggiatoa die gréRten Poren und 
vielleicht das gréfte relative Porenareal unter den bisher untersuchten 
pflanzlichen Plasmen hat. Neben der in diesem Falle notwendig dominie- 
renden Porenpermeabilitat kann eine (wie immer zu erklarende) Wirkung 
der Lipoidléslichkeit oder der Hydrophobie der Diosmotika nur in unter- 
geordneter Weise zum Ausdruck kommen. Es wire wohl denkbar, dal? das 
(von Bogen, 1950, allerdings fiir enge Poren wirksam gedachte) Spiel zwi- 
schenmolekularer Krafte zwischen den permeierenden Molekiilen einerseits 
und zwischen ihnen und den Porenwanden anderseits die Permeation hy- 
drophiler Verbindungen mehr hemmt als die hydrophober und daf eine Per- 
meation auf dem klassischen Lipoidweg um wenigstens eine bis zwei 
Gréfenordnungen niedriger lage. Ein Blick auf die bekannte Darstellung 
bei Elo (1937, S. 96) zeigt die Permeation der Mehrzahl der Verbindungen 
bei den meisten Objekten in diesem tieferen Bereich und damit die Un- 
wahrscheinlichkeit iiberwiegender Porenpermeation. Diese Tatsachen sind 
neben anderen die Begriindung der Lipoidfiltertheorie Collanders. 

Auch die fiir den vorliegenden Fall iiberzeugende Theorie der narkoti- 
schen Wirkung der Alkohole ware nach Meinung des Referenten zuniachst 
auf das Objekt zu beschranken, an dem die Versuche gemacht wurden. 
Einem Anspruch auf Allgemeingeltung stiinde der von den Verff. nicht 
erwahnte Befund von Héfler u. Weber (1926, J. wiss. Bot. 65, 643) ent- 
gegen, wonach Athernarkose die Harnstoffdurchlassigkeit bei Hemerocallis 
und bei Callisia reversibel auf das 1,5- bis 2,5fache erhéht. Eine Steige- 
rung der Anelektrolytpermeabilitat durch Athylather haben auch Col- 
lander und Barlund (1933) beobachtet. Schmidt (1936, J. wiss. Bot. 83. 
470) findet im Gegensatz dazu Herabsetzung der Harnstoffpermea- 
bilitat durch Ather wie auch durch Methylalkohol an Taraxacum und 
Lamium. Er nimmt an, da die Wirkung je nach Objekt und Substanz 
verschieden ausfallen kann. 

Es wire gerade im Hinblick auf die Ergebnisse der Untersuchung von 
Ruhland und Heilmann interessant, die Wirkung von Ather, diversen 
Alkoholen usw. auf die Permeabilitat verschiedener kleinporiger Pflanzen- 
plasmen auf breiterer Basis zu untersuchen; bis jetzt zeichnet sich eine 
durchgehende, einfache GesetzmafRigkeit nicht ab. 

L. Hofmeister (Wien). 


Skelding, A. D., and W. J. Ress: An Inhibitor of Salt Absorption in the 
Root Tissues of Red Beet. Ann. Bot. NS. Vol. 16, S. 513—529. 1952. 


Die Mangan-Aufnahme gewasserter Riibenscheiben verlauft in zwei 
Phasen. In der ersten (Dauer 2—4 Std.) geht sie mit gréBerer Geschwindig- 
keit (2,5 uMol/h.cm’) vor sich, nach etwa 50 Std. setzt die langsamere 
Phase II ein (0,2 ~wMol/h.cm*). Phase I beruht wahrscheinlich auf physika- 
lischer Absorption (Q,,—ca. 1,1), Phase II ist dagegen physiologischer 
Natur (Q,, = 1,9—2,3) und gegen Sauerstoffentzug empfindlich. Der Zeit- 
punkt des Einsetzens der Phase II hangt von der Dicke der Scheiben ab 
und kann durch Auswassern vorverlegt werden; umgekehrt kann der 
waRrige Extrakt der Scheiben die Mn-Aufnahme eine Zeitlang hemmen. 
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Konzentrierte Extrakte wirken auch auf Keimlinge anderer Pflanzen (Senf 
und Kresse) entwicklungshemmend, allerdings nur in den friihesten Sta- 
dien. Die Atmung wird durch die Extrakte nicht beeinflu&t. — Es handelt 
sich offenbar um einen hemmend wirkenden Stoff, der thermostabil, im 
iibrigen aber noch unbekannt ist. O. Hartel (Graz). 


Strug¢ger, Siegfried: Die historische Entwicklung und der gegenwartige 
Stand der Zellentheorie des Lebens. Schriften zur Forderung der 
Westfilischen Wilhelms-Universitat zu Miinster, Heft 29. 27 Seiten. 
Aschendorffsche Verlagsbuchhandlung, Miinster, Westfalen, 1953. Kart. 
DM 1.—. 


In dieser Rektoratsrede zeichnet S. zunichst mit kurzen, klaren Strichen 
die Entwicklung der Zellentheorie in ihren Hauptphasen. 

Sie war bis vor etwa zwei Jahrzehnten rein ,,karyogenetisch” orientiert, 
den Genen des Zellkerns als den einzigen das Zellenleben dominierenden 
Strukturen schrieb sie die fiihrende Rolle zu. Dann setzte eine Renaissance 
der Strukturforschung ein, die nach S. zu einer ,,pangenetischen™ Zellen- 
theorie fiihren muff. Gene, die elementaren Duplikanten, gibt es nicht nur 
im Kern (Genom), auch das Cytoplasma hat reduplikable Struktureinheiten 
(Cytoplasmon) und ebenso haben sie die Plastiden (Plastidom). Ja als 
Arbeitshypothese wird angenommen, daft selbst die Chondriosomen sowie 
die Sphiaro- oder Mikrosomen als Duplikantensysteme mit Individualitats- 
charakter angesehen werden diirfen. So ist die Ganzheit der Zelle ein 
System von Genen. Die pangenetische Zellentheorie stellt auch eine befrie- 
digende Verbindung her zu den Viren, die als ,,vagabundierende Plasma- 
gene’ aufzufassen seien. Diese Rede fesselt durch ihre suggestive Linien- 
fiihrung und bietet Ziele fiir die Forschung von morgen. Man kann dem 
Autor danken, daft er dieses Thema zum Inhalt seiner Rektoratsrede 
gewahlt hat, und dem Verlag, daf er sie iiber den Kreis der Hérer hinaus 
dem weiteren Kreis der Leser iibermittelt. F. Weber (Graz). 


Studniéka, F. K.: Uvod do plasmatologie (Bioplasmatiky). (Einfiihrung 
in die Plasmatolie). Piirod. Vydav. (Ceska Akad. Véd. a Uméni), 
Praha 1952. 232 pp. 


Der Autor des Buches, einer der bedeutendsten tschechischen Histologen 
und Mikroskopiker, beschaftigte sich seit 1892 mit der vergleichenden Mor- 
phologie der tierischen Organe und seit 1896 mit vergleichenden Gewebe- 
studien. Dabei hat er von Anfang an den Substanzen besondere Beachtung 
gewidmet, die sich in den Geweben befinden. Er ist dabei zu der Schluf- 
folgerung gekommen (1903), daff es sich hier oft nicht um leblose Proto- 
plasmaprodukte, sondern um lebende Gewebekomponenten handelt. Des- 
wegen hat er (1918) den Namen ,,Protoplasma“ nur fiir die primaire Sub- 
stanz aufer dem Zellkern und den sogenannten Zellprodukten beibehalien. 
Der Begriff der ,,lebenden Substanz~ soll dagegen bedeutend erweitert 
werden. Die Plasmatologie ist die Lehre von den lebenden zellularen und 
azellularen Substanzen. Die Plasmatologie ist auch Histogenie sui generis, 
d. h. die Lehre davon, wie die lebende Substanz der Zellen und der ihr 
nahestehenden azellularen Gebilde und Komplexe (Synzytien, Plasmodien) 
bei der Differenzierung der Gewebe der Metazoen sich allmahlich und meist 
progressiv indert. Auch die Formen der Gebilde und Massen, in welchen 
sich die lebende Substanz befindet, andert sich dabei. Die urspriinglich 
lebende Substanz wandelt sich in eine Reihe von speziellen Bioplasmen 
um, mit deren Studium sich die Plasmatologie vornehmlich zu beschaftigen 
hat. Das Karyoplasma der Zellkerne und einiger azellularer Formen kann 
sich nach Studniéka in das Protoplasma von zellularen und azellularen 
Kérpern (Plasmodien) umwandeln. Das Protoplasma dndert sich in Exo- 
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plasma, Synexoplasma, Stereoplasma, Paraplasma der fibrillaren.Gewebe, 
in Anaplasma einiger granularer Gebilde und auferdem in Tektoplasma, 
welches nach Studniéka als lebendiges Substrat einiger fester azellularer 
Gewebesubstanzen angesehen werden muff. Das Exoplasma ist ein ver- 
andertes Protoplasma, welches in den Geweben mesenchymalen Ursprunges 
an der Zelloberflache enitsteht und zwischen den Zellen eine Grundsubstanz 
bildet. Diese Grundsubstanz kann sich mit organischen Substanzen im- 
pragnieren, welche von Zellen sezerniert werden, oder sie kann mit Mine- 
ralsubstanzen beladen werden; in ihrem Innern entwickeln sich Fibrillen. 
In anderen Fiillen bildet sich die Grundsubstanz durch Kondensierung von 
protoplasmatischen und exoplasmatischen Netzen. Das Exoplasma wird 
als lebende Substanz aufgefaft. Auch die nicht zellularen Gewebe sowie 
auch die paraplasmatischen Fibrillen kénnen lebendig sein. Die Plasma- 
tologie erkennt zwar die Zellen als Urgebilde an, lehnt aber die Konzeption 
des Zellenstaates ab, im Organismus sind auch azellulire und doch lebende 
Gewebeteile vorhanden. Diese Lehre verwirft die These: ,,Omnis cellula 
e cellula”, laft aber den Grundsatz ,,omnis nucleus e nucleo“ gelten, nicht 
aber die These, dafi Zellen an Stellen entstehen kénnen, an denen Zellkerne 
bzw. Kernsubstanzen fehlen. 

Studniéka gibt ein System der lebenden Masse des Metazoenkérpers. 
Der Konzeption des Zellstaates stellt er seine Exoplasma- und Bioplasma- 
theorie gegeniiber, welche aus entwicklungsgeschichtlichen und vergleichend 
morphologischen Griinden die intrazellularen und azellularen Substanzen 
der Metazoen aus dem Exoplasma abstammen laft und sie fiir lebend halt. 
Der Metazoenkorper ist fiir Studniéka ein einheitliches kontinuierliches 
bioplasmatisches symplastisches Ganzes. Der Autor beschiftigt sich aus- 
fiihrlich mit folgenden Fragen: Definition der Plasmatologie, Entstehung 
dieses Begriffes, altere und neuere Klassifikation der Substanzen im Kérper 
der Organismen, Ansichten iiber die Verteilung der Bioplasmen, morpho- 
logische Charakteristik der Bioplasmen, metaplasmatische Substanzen, Ver- 
anderungen der geformten Bioplasmen, bioplasmatische Systeme, Kom- 
plexe und Gebilde und formative Vorgange in den Bioplasmen. 

In diesem Zusammenhang ist die neueste Arbeit von Bauer (1951) von 
Interesse, welcher mittels der Metallbeschattungsmethode die feinsten Kern- 
und Zytoplasmastrukturen nicht nur innerhalb, sondern auch auferhalb 
der Nervenzellen dargestellt hat. Stéhr (1950, Acta neuroveget. 1, 74) hat 
in Anlehnung an Studniékas Lehre folgende neue Definition der Gewebe 
gegeben: ,.Ein Gewebe ist ein gesetzmaftig gebauter, aus bestimmten Ele- 
mentarbestandteilen und Massen zusammengesetzter plasmatischer Kom- 
plex, der stets in gleichen Teilstiicken in derselben Anordnung wiederkehrt. 
Unter ,,Masse“ sind extrazellulire Plasmen, Bausubstanzen und Ké6rper- 
fliissigkeiten zu verstehen. Die Ansichten von Studniéka wurden u. a. 
auch in folgenden Arbeiten dargelegt: ,,La théorie cellulaire et la théorie du 
protoplasma“ (Acta Acad. Sci. Nat. Moravo-Slesicae. 1952, Bd. 24, Fasc. 11) 
und ,,;Comment on est parvenu a la notion de Plasmatologie et de Bio- 
plasmatique~ (Acta Anat. Basel, Bd. 16, Fasc. 1/2, 1952). Siehe auch ,,Or- 
ganisation der lebendigen Masse“, Méllendorffs Handbuch d. wiss. Anat. I, 
Abt. 1, 1929. 

Studniékas Lehre ist nicht allgemein angenommen worden, sie ver- 
dient aber auf jeden Fall ernste Beachtung. [hr Hauptmoment liegt darin, 
die Lebendigkeit der exoplasmatischen Gebilde experimentell zu erweisen. 
Studniéka nimmt an, da diese Lebendigkeit bei verschiedenen Gebilden 
verschieden intensiv sein kann. Es wire deshalb wichtig, die von Stud- 
niéka untersuchten und eventuell auch andere aihnliche Objekte in diesem 
Sinne eingehend zu studieren. Vielleicht kénnten dabei auch Gewebe- 
kulturen von Nutzen sein. Die von Studniéka gegebenen Beweise sollten 
durch neue Studien erweitert und vertieft werden, um sicherzustellen, daB 
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die protoplasmatischen Derivate lebendig sind und um klarzulegen, in wel- 
chem Make sie von der Anwesenheit von Zellkernen bzw. von Chromatin 


abhangen. . P. Milovidov (Praha). 


Takada, Hideo: Untersuchungen iiber die gerbstoffiihrenden Idioblasten 
in Blattlamina von Helodea densa. J. Inst. Polytechn. Osaka Univ. 
Vol, 3, Ser. D, S. 31—36. Mit 1 Tafel. 1952. 


Die im Querschnitt flaschenférmigen chloroplastenfreien Zellen in der 
Lamina von Helodea densa enthalten reichlich einen gerbstoffahnlichen Stoff 
und unterscheiden sich auch in ihrem zellphysiologischen Verhalten von 
den iibrigen Zellen der Blattlamina (héhere Plasmolyse- und Deplasmolyse- 
zeit in Harnstoff, leichtere Konvexplasmolyse in KCl-Lésungen, schwache 
Kappenplasmolyse in CaCl.,). O. Hartel (Graz). 


Wardrop, A.B., and H.E.Dadswell: The Cell Wall Structure of Xylem 
Parenchyma. Austral. J. Scient. Res. (B) 5, 2, 223—236 (1952). 


Hauptsachlich bei Vertretern von neun Pflanzenfamilien sind Ver- 
messungen der Doppelbrechung der Zellwinde mit dem Sénarmont- 
Kompensator vorgenommen und der Anisotropie unter Beriicksichtigung 
des Anteils an Cellulose (Berechnungen nach P. H. Hermans: The Physics 
and Chemistry of Cellulose Fibres. New York, Elsevier (1949), die micel- 
lare Orientierung ermittelt worden. Bei allen untersuchten Formen 
kommt sekundire Verdickung vor. In der primaren Zellwand ist die micel- 
lare Orientierung annahernd quer zur Langsachse der Zelle, in der sekun- 
daren nach polarisationsoptischen und réntgenographischen Methoden unter 
30—60° schraubig gewunden. Unter den Konstituenten der Zellwand kommt 
Lignin vorziiglich interzellularen Lagen und der Primarwand zu; die 
sklerotisierte Wand ist zugleich strukturell und chemisch heterogen. 
Prachtige Aufnahmen erlautern die Befunde. H.H. Pfeiffer (Bremen). 


Zurzycki, J.. and A. Zurzycka: Investigation onto phototactic move- 
ments of chloroplasts in Selaginella Martensii Spring. Bull. Acad. 
Pol. Sci. et Letir., Cl. Sci. Math. Sér. B: (I), 1951, S. 235—251. Mit 
2 Tafeln. 


Die in schwachem diffusem Licht in der Aufsicht die Zellen voll aus- 
fiillenden schalenférmigen Chloroplasten beginnen sich schon nach 10 bis 
20 Min. dauernder Bestrahlung mit weiffem Licht seitlich zu verlagern 
(,,Parastrophe“). Die Reaktion ist in 2—3 Stunden beendet und im Schwach- 
licht innerhalb etwa 5 Stunden reversibel. Der Grad der Verlagerung wird 
planimetrisch erfaft, bei .starkem“ Versuchslicht wird nur mehr etwa 
50% des Zellareals von den Chloroplasten eingenommen; bei starkem Licht 
reagieren die Chloroplasten wesentlich empfindlicher auf Schwankungen 
der Intensitaét, so daf sich eine exponentiell verlaufende Kurve ergibt. 
Schwellenwerte oder absolute Angaben der Lichtintensitat bzw. des Energie- 
inhaltes werden nicht gemacht. Ebensowenig ist infolge unzulanglicher MeR- 
methodik (Photozelle) ein quantitativer Vergleich der Reaktion im Rot- und 
Blaulicht méglich. Sie tritt sowohl im kurz- wie im langwelligen Teil 
des Spektrums auf; der Widerspruch zu friiheren Beobachtungen der 
Autoren bzw. zu dlteren Literaturangaben wird mit der schalenférmigen 
Gestalt der Chloroplastenlamellen und der dadurch geiinderten Absorption 
des Lichtes durch Chlorophyll und Carotinoide erklart. Eine eingehendere 
Analyse wird in Aussicht gestellt. O. Hartel (Graz). 
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Aus den Besprechungen: Nach einer sehr bemerkenswerten Finleitung tiber die 
Bedeutung der Kinematischen Zellforschung beim Studium der Dynamik lebenden 
Protoplasmas werden die Apparate zur Aufnahme von Zeitrafferfilmen nebst den 
nétigen Hilfseinrichtungen eingehend geschildert. Eine Fiille praktischer Ratschlige 
gum Gebrauch der komplizierten Apparatur weist auf die grofe Erfahrung des Ver- 
fassers hin. Am Schluf wird an einigen Beispielen (Keim von Trituruswanderzelien, 
primitive Eientwicklung) der auferordentliche Wert des Zeitrafferfilms fiir das Er- 
kennen der Zell- und Plasmabewegung demonstriert. Das klar geschriebene, mit 
vorziiglichen Abbildungen: ausgestattete Werk bildet ein unentbehrliches Hilfsmittel 
fiir jeden, der mit Hilfe der Mikrokinematographie die Auferungen des Lebens bei der 
Bewegung des Protoplasmas zu erforschen trachtet. 
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